Proteinska ekspresija diferencijacijskih gena, translokacija t(14; 18)(q32; q21) i abnormalnosti regije 3q27 u primarnom difuznom B velikostaničnom i folikularnom limfomu stupnja 3 by Borovečki, Ana
  
    
 
Središnja medicinska knjižnica 
 
Borovečki , Ana (2007) Proteinska ekspresija diferencijacijskih gena, translokacija 
t(14; 18)(q32; q21) i abnormalnosti regije 3q27 u primarnom difuznom B 
velikostaničnom i folikularnom limfomu stupnja 3. Doktorska disertacija, Sveučilište 
u Zagrebu. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
http://medlib.mef.hr/269 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
University of Zagreb Medical School Repository 
http://medlib.mef.hr/ 
 
  
SVEUČILIŠTE U ZAGREBU 
MEDICINSKI FAKULTET 
 
 
 
 
Ana Borovečki 
 
 
PROTEINSKA EKSPRESIJA DIFERENCIJACIJSKIH GENA, 
TRANSLOKACIJA t(14;18)(q32;q21) I ABNORMALNOSTI REGIJE 3q27 U 
PRIMARNOM DIFUZNOM B VELIKOSTANIČNOM I FOLIKULARNOM 
LIMFOMU STUPNJA 3 
 
 
DISERTACIJA 
 
 
Zagreb, 2006. 
 
 
 Disertacija je izrađena u Odjelu za patologiju i citologiju, Kliničke bolnice 
“Merkur” u Zagrebu. 
 
Voditelj rada: prof. dr. sc. Mara Dominis 
 
 
Zahvaljujem prof. dr. sc. Mari Dominis, mentoru bez čijeg iznimnog zalaganja i podrške, 
usmjeravanja zajedničkog istraživanja i rasprava problema ne bi bilo ovog rada. 
Zahvaljujem prof. dr. sc. Davoru Solteru, voditelju Max-Planck Institute of 
Immunobiology, Freiburg, Njemačka, na poklonjenim probama korištenim u FISH  
analizi. 
Rad prof. dr. sc. Davora Ivankovića pretvorio je nepregledne tablice brojeva u smislene 
rezultate. 
Zahvaljujem mr. sc. Sonji Džebro kao glavnom završnom revizoru i malim ispravkama 
velikog značaja. 
Hvala Petri bez koje FISH ne bi bio FISH. 
Hvala Tanji i Suzani bez kojih imuna ne bi bila imuna. 
Na kraju rada, smatram da je uz zalaganje pojedinca ovakav rad ogledalo organiziranosti 
i stručnih vještina cijelog Odjela te zahvaljujem svim suradnicima. 
 
 
 
  
Sadržaj 
 
1. UVOD...........................................................................................................................1 
1.1  Difuzni B velikostanični limfom (DLBCL)..............................................2 
1.2  Folikularni limfom (FL)............................................................................3 
1.3  Terapijski pristup DLBCL i FL................................................................5 
1.4  DNA microarray analiza genske ekspresije DLBCL i FL.......................8 
1.5  Proteinska ekspresija diferencijacijskih gena.......................................11 
1.5.1 BCL6 gen i njegov proteinski produkt.......................................................12  
1.5.2 CD10..........................................................................................................13 
1.5.3 MUM1/IRF4 gen i njegov proteinski produkt...........................................14 
1.5.4 CD138........................................................................................................15 
1.5.5 Proteinska ekspresija diferencijacijskih gena DLBCL...............................16 
1.6  BCL2 gen i njegov proteinski produkt...................................................19 
1.7  p53.............................................................................................................21 
1.8  CD30..........................................................................................................23 
2. CILJEVI ISTRAŽIVANJA......................................................................................24 
3. BOLESNICI I METODE..........................................................................................25 
3.1 Bolesnici.....................................................................................................25 
3.2  Tkivni microarray.....................................................................................28 
3.3  Imunohistokemijsko bojenje...................................................................28 
3.4  Interfazna fluorescentna in situ hibridizacija (FISH) na parafinskim 
rezovima tkiva...........................................................................................30 
3.4.1 Priprema preparata.....................................................................................30 
3.4.2 Probe...........................................................................................................31 
3.4.3  Analiza preparata........................................................................................34 
3.5 Statistička analiza.....................................................................................34 
4. REZULTATI..............................................................................................................36 
4.1.1 Fenotipske karakteristike diferencijacijskih biljega BCL6, CD10,  
MUM1/IRF4 i CD138, klasificiranje u GCB i ABC skupinu, te 
ekspresija biljega BCL2, p53 i CD30 u DLBCL i FL-3.........................36 
4.1.2         t(14;18)(q32;q21) i abnormalnosti BCL6 gena regije 3q27 u  
DLBCL i FL-3...........................................................................................39 
   4.2  Usporedba proteinske ekspresije i citogenetskih abnormalnosti  
DLBCL i FL-3, te GCB i ABC skupine...................................................42 
4.3  Usporedba utjecaja fenotipskih karakteristika, citogenetskih 
abnormalnosti i kliničkih prognostičkih pokazatelja na ishod 
bolesnika s DLBCL i FL-3, te GCB i ABC skupine...............................46 
5. RASPRAVA................................................................................................................51 
6. ZAKLJUČCI..............................................................................................................59 
7. SAŽETAK..................................................................................................................60 
8. SUMMARY................................................................................................................62 
9. LITERATURA...........................................................................................................63 
10. ŽIVOTOPIS...............................................................................................................81 
  
Popis kratica 
 
ABC  - aktivirane B stanice (acivated B-cell-like profile) 
AIDS  - sindrom stečene imunodeficijencije (acquired immunodeficiency  
              syndrome) 
BCL2  - B stanični limfom 2 gen (B cell lymphoma 2 gene) 
BCL6  - B stanični limfom 6 gen (B cell lymphoma 6 gene) 
CD  - razlikovni antigen na površini stanice (cluster of differentiation) 
cDNA  - komplementarna deoksiribonukleinska kiselina 
CHOP - cyclophosphamide, doxorubicin, vincristine, prednisolon 
COP  - cyclophosphamide, vincristine, prednisolon 
DAPI  - 4',6-diamidino-2-fenil-indol (4',6-diamidino-2-phenylindol) 
DLBCL - difuzni B velikostanični limfom (diffuse large B-cell lymphoma) 
DNA   - deoksiribonukleinska kiselina 
EDTA  -  etilen diamin tetraoctena kiselina (ethylene diamine tetracetic acid) 
F  -  fuzijski žuti signal 
FISH  - fluorescentna in situ hibridizacija  
FL  -  folikularni limfom (follicular lymphoma) 
G  - zeleni signal (green signal) 
GCB  - B stanice germinativnog centra (germinal center B-cell-like  
   profile) 
H&E  -  hemalaun & eozin 
HIV  - virus humane imunodeficijencije 
IgVH  - geni varijabilne regije teškog lanca imunoglobulina 
LSAB  - vizualizacijski set streptavidin-biotin (labelled streptavidin-biotin    
  system) 
LSI  - lokus specifična proba 
MPI  -  Međunarodni prognostički indeks (International Prognostic Index) 
mRNA - glasnička ribonukleinska kiselina 
MUM1/IRF4 - multipli mijelom-1/interferon regulatorni faktor-4 gen (multiple    
  myeloma-1/interferon regulatory factor-4 gene) 
NHL - ne-Hodgkinski limfomi 
NK stanice -  prirodnoubilačke stanice (natural killer cells) 
O - narančasti signal (orange signal) 
p - kratki krak kromosoma 
q - dugi krak kromosoma 
REAL - Revidirana europsko-američka klasifikacija limfoma (Revised   
  European-American Lymphoma Classification) 
RT-PCR - reverzna transkripcija i lančana reakcija polimeraze (reverse 
  transcription and polymerase chain reaction) 
SSC - natrijev citrat i klorid (sodium cloride salt and citrate) 
SZO - Svjetska zdravstvena organizacija (World Health Organisation) 
TMA - tkivni microarray (tissue microarray) 
 
  
1. Uvod 
 
Ne-Hodgkin limfomi (NHL) su heterogena skupina neoplazmi B, T i NK stanica 
imunološkog sustava. Mogu se pojaviti u bilo kojem organu, a neki oblici mogu razviti i 
sliku leukemije. Do danas je objavljeno gotovo 25 klasifikacija NHL čija povijest ocrtava 
rastući broj spoznaja o prirodi različitih podtipova te postepeni prijelaz kriterija 
klasifikacije s morfologije prema kliničkim karakteristikama, imunofenotipu, definiranju 
stadija normalne stanične diferencijacije i genetičkoj pozadini tumorskih limfocita. 
Današnji pristup klasifikacije limfoidnih neoplazmi Svjetske zdravstvene organizacije 
(SZO klasifikacija) nastoji definirati stvarne kliničke entitete bolesti temeljem 
morfoloških, imunofenotipskih i genetičkih karakteristika (1,2). Liječenje i prognoza 
bolesnika određeni su histološkim tipom limfoma, stadijem bolesti i kliničkim 
prognostičkim pokazateljima (3-6). Iako klinički prognostički pokazatelji predstavljaju 
široko prihvaćen prognostički model, uočena je znatna različitost ishoda bolesti u 
bolesnika istih prognostičkih skupina ukazujući na heterogenost bioloških karakteristika 
tumora (4-9). 
Moderna genetička istraživanja upotrebom novih metoda – DNA microarray, RT-PCR, 
tkivni microarray, čine mogućim istovremeno istraživanje funkcije tisuće gena 
otkrivajući potpuno novi molekularni fenotip limfoidnih neoplazmi. Definiranje kliničkog 
značaja otkrivenih molekularnih karakteristika predstavlja osnovu nove molekularne 
klasifikacije limfoidnih neoplazmi te osnovu za uvođenje nove generacije prognostičkih 
modela s kliničkim i terapijskim značenjem (10-13).  
 
1.1 Difuzni B velikostanični limfom 
 
Difuzni B velikostanični limfom (DLBCL, diffuse large B-cell lymphoma) je najučestaliji 
tip limfoma odrasle dobi u zapadnim zemljama, s učestalosti 30-40% svih B NHL. 
Nezadovoljavajuća histopatološka reproducibilnost morfoloških tipova centroblastičnog i 
imunoblastičnog limfoma prepoznatih već u Kielskoj klasifikaciji 1974. godine, 
agresivan klinički tijek i sličan način liječenja doveli su do definiranja entiteta DLBCL te 
uvrštavanja u Revised European American Lymphoma Classification  (REAL 
klasifikacija) 1994. godine (14).  
DLBCL je difuzna proliferacija velikih neoplastičnih B limfoidnih stanica podrijetla B 
stanica germinativnog centra i postgerminativnih stanica. Iako je definiran kao zaseban 
entitet u SZO klasifikaciji, uočena je heterogenost bolesti – klinički, morfološki, 
imunofenotipski i genetički (15-17).  
DLBCL se može pojaviti u obliku nodalne i ekstranodalne bolesti. Ekstranodalna 
lokalizacija bolesti ima svoje osobitosti s obzirom na kliničke karakteristike i 
patogenetske mehanizme i razlikujemo medijastinalni, intravaskularni i primarni efuzijski 
DLBCL (2). 
Tumorska stanica je B veliki transformirani limfocit, no morfološka slika DLBCL je 
šarolika i prema prevladavajućem morfološkom tipu stanica može se razlikovati šest 
podtipova DLBCL: centroblastični, imunoblastični, T limfocitima/histiocitima bogat, 
anaplastični, plazmablastični i DLBCL sa stanicama sličnim Reed-Sternberg stanicama i 
ekspresijom ALK proteina (2). Danas ne postoji opće prihvaćeni stav o potrebi 
razlikovanja morfoloških podtipova DLBCL, iako neke studije ukazuju na njihov mogući 
klinički značaj (18-25).  
Tumorske stanice su pozitivne, prema definiciji bolesti, na pan-B biljege CD19, CD20, 
CD22, CD79a, a pozitivitet intracitoplazmatskih odnosno površinskih imunoglobulinskih 
(Ig) biljega je različito izražen, kao i CD5, CD10, CD30 te CD45 biljega (2). 
U DLBCL otkrivene su brojne kromosomske abnormalnosti, ali nisu izdvojene specifične 
dijagnostičke promjene. Najučestalije promjene su: lomovi regija 14q32, 3p21, 3q27, 
22q12, 1q25 i 18q21; dodatni kromosomi 7,9,12 i X; gubitak kromosoma 1, 4, 6, 17 i Y, 
te delecije regija 6q21-25, 1p22-36, 1q32-44, 2p23-25, 4q31-35, 13p13-14 i 17p11-13 
(26-30). U 11-23% slučajeva DLBCL s uznapredovalim kliničkim stadijem bolesti 
otkriveno je devet regija kromosomskih amplifikacija i izdvojeni su amplificirani geni s 
mogućom ulogom u nastanku limfoma (31). Klinički značaj svake pojedinačne promjene 
nije utvrđen, ali su pojedine promjene povezane s uznapredovalim kliničkim stadijem ili 
lošijim odgovorom na terapiju (32-34). Navedene kromosomske abnormalnosti uglavnom 
se ne nalaze kao pojedinačne promjene. Nakupljanje većeg broja abnormalnosti ukazuje 
na progresiju genetičkih promjena, što ima važnu ulogu u patogenezi DLBCL (28). 
 
 
1.2 Folikularni limfom 
 
Folikularni limfom (FL) - 25% svih B NHL - predstavlja drugi po učestalosti tip limfoma 
odraslih u zapadnim zemljama (2). FL su B stanični tumori u pravilu folikularne građe. 
Uz klonalne B stanice unutar neoplastičnih folikula nalaze se i folikularno specifični 
reaktivni T limfociti, folikularne dendritične antigen prezentirajuće stanice te makrofagi 
(1,2).  
SZO klasifikacija razlikuje tri histološka stupnja FL i definira prevladavajući način  rasta 
tumora  ovisno o postotku nodularne i difuzne komponente rasta unutar tumora (2). 
Stupanj 1 i 2 (FL-1, -2) su tipični centrocitni odnosno centrocitno/centroblastni limfomi s 
<5 odnosno 5-10 centroblasta u velikom vidnom polju. Stupanj 3 (FL-3), s učestalosti 
17.8-28.9% svih FL (35), prema SZO klasifikaciji može se podijeliti u podtip FL-3A – 
centrocitno/centroblastni limfom s >15 centroblasta u velikom vidnom polju i podtip FL-
3B – centroblastni limfom s prisutnom difuznom komponentom rasta. FL karakterizira 
nodularan naćin rasta tumora, dok je u FL-3 često prisutan i difuzan rast.  
Klinički značaj navedene morfološke podjele FL-3 nije jasan. Različiti autori ne nalaze 
klinički značaj navedenih histoloških podtipova FL-3 (35,36), dok Hans, CP i sur. 
izdvajaju prisutnost >50% difuzne komponente rasta kao nepovoljan pokazatelj (37).  
Imunofenotipski većina FL pozitivna je na pan-B stanične biljege CD19, CD20, CD22 i 
CD79a, CD10, BCL6 i BCL2, a negativna na CD5 i CD23 (2). 
t(14;18)(q32;q21) predstavlja učestalu citogenetsku abnormalnost FL, prisutna je u 85% 
slučajeva FL-1 i -2. Navedena translokacija smatra se ranim, kritičnim događajem u 
patogenezi FL, ali sama nije dovoljna za nastanak bolesti (3,12,38). Naime, niska 
učestalost t(14;18)(q32;q21) se može naći u cirkulirajućim B stanicama (jedna u 105  
stanica) kod većine zdravih pojedinaca (39). Rezistentnost stanice na signale 
programirane stanične smrti kao posljedica navedene translokacije, predstavlja rizik za 
nakupljanje daljnjih molekularnih promjena odgovornih za nastanak malignog klona. 
Osim mehanizma povećane ekspresije BCL2, u nastanak limfoma mogu biti uključene 
druge molekule s učinkom smanjenja razine apoptoze stanica, ali i aktivacija BCL6 kao 
alternativni mehanizam preživljenja stanice (40-42). Dodatne citogenetske abnormalnosti 
FL su izrazito heterogene i najčešće uključuju promjene broja kromosoma i balansirane 
translokacije +X, +7, +12, +12q13-14, +18 te delecije del6q, del13q, 1p36-, 17p13- i 
del10q22-24 (43,44). Heterogenost i nalaz rastućeg broja molekularnih promjena s 
porastom histološkog stupnja FL upućuje na postojanje različitih puteva klonalne 
evolucije (45,46). 
Najnovije studije upućuju na kritičan biološki značaj netumorskih stanica limfnog čvora – 
T limfocita, stromalnih stanica i folikularnih dendritičnih antigen prezentirajućih stanica 
u klonalnoj evoluciji i određivanju prognostičkih karakteristika FL (47,48). 
 
 
 1.3 Terapijski pristup DLBCL i FL  
 
Liječenje i prognoza bolesnika s DLBCL i FL određeni su histološkim karakteristikama, 
kliničkim stadijem bolesti (Ann Arbor klasifikacija) (5) i kliničkim prognostičkim 
pokazateljima obuhvaćenim Međunarodnim prognostičkim indeksom (MPI) (6,7). 
Određivanje kliničkog stadija bolesti prema kriterijima Ann Arbor klasifikacije obuhvaća 
četiri klinička stadija bolesti unutar kojih se razlikuje prisutnost ili odsutnost kliničkih B 
simptoma. MPI obuhvaća dob bolesnika, opći status bolesnika, vrijednost laktat 
dehidrogenaze, klinički stadij bolesti i zahvaćenost ekstranodalnih mjesta.  
DLBCL je biološki agresivan limfom, ako se ne liječi medijan preživljenja je 1-2 godine 
(4). Standardna sistemna terapija bazira se na antraciklinskoj citostatskoj terapiji i 
dugotrajna remisija postiže se u u 40-50% bolesnika (3,4). Iako SZO klasifikacija DLBCL 
definira kao zaseban kliničko-morfološki  entitet, različit odgovor na terapiju ukazuje na 
biološku heterogenost tumora. 
U vrijeme postavljanja dijagnoze većina bolesnika s FL je životne dobi iznad 50 godina i 
u uznapredovalom kliničkom stadiju bolesti. Međutim klinički tijek FL varira širokim 
rasponom biološkog ponašanja, od slučajeva spontane remisije (15-20%), slučajeva 
indolentnog kliničkog tijeka s prisutnim odgovorom na terapiju i relapsima bolesti te 
medijanom preživljenja 9-10 godina, do agresivnih kliničkih slučajeva (3,4,49). Smrtni 
ishod je najčešće posljedica rezistentnosti na terapiju, transformacije u DLBCL (20-70% 
slučajeva) ili toksičnog efekta terapije (4,7,50,51). Pristup liječenju FL obuhvaća različite 
mogućnosti, od praćenja bolesnika bez terapije do primjene agresivne kemoterapije s 
transplantacijom matičnih stanica (3,4,36). Odabir optimalnog liječenja uvjetovan je 
kliničkom agresivnošću i histološkim stupnjem FL (36).  
Usporednom analizom morfoloških karakteristika histoloških stupnjeva FL, ekspresije 
biljega BCL2, BCL6, CD10 i najčešćih kromosomskih abnormalnosti t(14;18)(q32;q21) 
te preuredbe BCL6 gena regije 3q27, uočena je značajna heterogenost (52-54).  
FL-1 i -2, u 70% slučajeva ima tipičnu koekspresiju biljega BCL2 i CD10 i prisutnu 
t(14;18)(q32;q21). FL-3, karakteriziran je varijabilnom ekspresijom biljega BCL2 i CD10 
i različitim kromosomskim abnormalnostima - preuredba BCL6 gena regije 3q27, BCL2 
amplifikacija i rjeđe t(14;18)(q32;q21). Također mali broj slučajeva FL-1 i -2 s odsutnom 
t(14;18)(q32;q21) karakteriziran je navedenom varijabilnom ekspresijom biljega i 
različitim kromosomskim abnormalnostima (52-54). 
Kliničko ponašanje FL-3 u odnosu na klinički indolentne stupnjeve 1 i 2, sličnije je 
DLBCL (55-58), te je terapijski pristup FL-3 sličan ili jednak liječenju agresivnih 
limfoma (36). Radovi Ott, G i sur. (59,60) ukazuju na dva citogenetska i imunofenotipska 
profila FL-3, podtip s t(14;18)(q32;q21) i povećanom ekspresijom BCL2 morfoloških 
karakteristika FL-3A, te podtip s preuredbom BCL6 gena regije 3q26 morfoloških 
karakteristika FL-3B. Bosga-Bouwer, AG i sur. (55) također opisuju dodatnu 
heterogenost citogenetskih karakteristika FL-3B. Navode tri podgrupe FL-3B međusobno 
isključivih citogenetskih karakteristika – grupa 1 s t(14;18)(q32;q21) bez preuredbe 3q27; 
grupa 2 bez t(14;18)(q32;q21) i bez preuredbe 3q27 ali s drugim kromosomskim 
abnormalnostima i grupa 3 bez t(14;18)(q32;q21) s preuredbom 3q27, te pretpostavljaju 
različitost uključenih onkogenetskih puteva (55). U novijem radu Bosga-Bouwer, AG i 
sur. (61) analizirali su ekspresiju biljega CD10, BCL6, BCL2 i p53 te preuredbu myc 
gena i mutacije TP53 u navedene tri citogenetske grupe slučajeva FL-3B. Nisu utvrdili 
značajnu razliku između analizirane tri citogenetske grupe FL-3B. CD10 ekspresija bila 
je češće prisutna u grupi FL-3B s t(14;18)(q32;q21) ukazujući na sličnost te grupe s FL-1, 
-2 i -3A (61). 
S obzirom na kliničke karakteristike i heterogenost citogenetskih i imunofenotipskih 
obilježja postavlja se pitanje da li je FL-3 pretežno folikularnog rasta, >75%, dio 
morfološkog, kliničkog i molekularno genetskog spektra DLBCL.     
 
  
 
1.4 DNA microarray analiza genske ekspresije DLBCL i FL 
 
DNA microarray tehnologija razvijena je kasnih 1990-tih kao jedna od brojnih novih 
tehnika funkcionalne genomike potaknutih rezultatima Projekta ljudskog genoma 
(Human Genome Project). Ova metoda predstavlja tip in situ hibridizacije; DNA chipom 
se istovremeno analizira nekoliko tisuća oligonukleotidnih ili  komplementarnih DNA 
(cDNA) sekvenci izabranih gena (62-64). Iako mRNA nije krajnji produkt gena, 
transkripcija predstavlja prvu razinu informacije genske regulacije (63). Relativna 
količina hibridizirane RNA nekog uzorka, upućuje na relativnu razinu ekspresije gena 
dajući sliku dinamičke funkcije ekspresije gena (63). Specifične promjene u tumorskoj 
stanici mijenjaju uzorak mRNA ekspresije, karakterizirajući molekularni potpis i biološka 
obilježja tumora.  
Jedan od važnih kriterija u klasifikaciji i dijagnozi limfoma je prisutnost citogenetskih  i 
molekularnih abnormalnosti povezanih s različitim tipovima limfoma. Citogenetska 
analiza nije izdvojila pojedinačne promjene s dijagnostičkim i prognostičkim značenjem, 
a time niti klinički jasne uzroke biološke heterogenosti DLBCL (32-34). Analizom genske 
ekspresije DLBCL utvrđena je molekularna heterogenost tumora osobito gena uključenih 
u proliferaciju, aktivaciju i stupanj diferencijacije tumorskih stanica te odgovor 
netumorskih stanica limfnog čvora. 
Alizadeh, AA i sur. (65) polazeći od koncepta bioloških karakteristika tumora određenih 
stupnjem B stanične diferencijacije, klasificirali su uzorke DLBCL prema uzorku genske 
ekspresije B stanica germinativnog centra. Definirali su dvije skupine DLBCL, GCB 
skupinu - s prisutnom ekspresijom gena B stanica germinativnog centra, i ABC skupinu - 
s niskom ekspresijom gena B stanica germinativnog centra i prisutnom ekspresijom gena 
normalno induciranih tijekom in vitro aktivacije B stanica periferne krvi. GCB i ABC 
skupina genske ekspresije DLBCL statistički se značajno razlikuju u petogodišnjem 
preživljenju, 76% u GCB odnosno 16% u ABC skupini (65). Ista skupina autora potvrdila 
je rezultat DNA microarray metode nalazom mutacija gena varijabilne regije teškog 
lanca imunoglobulina (IgVH) u uzorcima DLBCL klasificiranih kao GCB, a odsutnost tih 
mutacija u ABC skupini (66). Početnu studiju Alizadeh, AA i sur. (65) potvrdili su 
Rosenwald, A i sur. (67) i Wright, G i sur. (68). Na osnovu analize ekspresije manjeg 
broja gena, uz GCB i ABC skupinu DLBCL, izdvojili su i treću skupinu karakteriziranu 
potpunim odsustvom ekspresije navedenih gena, što upućuje na dodatnu heterogenost 
skupina određenih stupnjem B stanične diferencijacije (67,68).  
Shipp, MA i sur. (69) analizom genske ekspresije, neovisnom o stupnju B stanične 
diferencijacije, izdvojili su dvije skupine molekularne ekspresije DLBCL direktno 
povezane s povoljnim ishodom odnosno refraktornom bolešću. Nađeni geni, različito 
eksprimirani u navedene dvije skupine, uključeni su u signalne puteve B staničnih 
receptora, puteve serin/treonin fosforilacije i regulaciju apoptoze (69). 
Nalaz različitog molekularnog fenotipa, razlika u kliničkom odgovoru bolesnika na 
standardnu antraciklinsku terapiju te moguće izdvajanje bolesnika lošijeg kliničkog 
ishoda unutar pojedine skupine rizika MPI upućuje nedvojbeno na postojanje 
molekularno različitih bolesti unutar skupine DLBCL koje nastaju različitim 
mehanizmima maligne transformacije (70-76). 
Analiza genske ekspresije FL, bez izdvojenih histoloških stupnjeva, u radu Alizadeh, AA 
i sur. (65),  pokazala je grupiranje ekspresije FL uz molekularni profil ekspresije 
neaktiviranih B limfocita ukazujući na nisku razinu proliferacije tumora. Nalaz 
identičnog uzorka genske ekspresije FL i normalnih B stanica germinativnog centra 
potvrđuje GCB tip diferencijacije tumorskih stanica FL (65). Husson, H i sur. (77) su 
usporedbom genske ekspresije tumorskih stanica FL definirali pojačano eksprimirane 
gene u odnosu na normalne B stanice germinativnog centra. Pojačano eksprimirani geni 
uključeni su u regulaciju staničnog ciklusa, regulaciju transkripcije i međustaničnu 
interakciju te predstavljaju osnovu patogenetskih mehanizama u nastanaku FL (77). 
Glas , AM i sur. (13) su utvrdili da je genska ekspresija značajno bolji pokazatelj tijeka 
bolesti i prognoze FL od histoloških i kliničkih pokazatelja. Geni uključeni u kontrolu 
staničnog ciklusa, DNA sintezu i metabolizam stanice pojačano su eksprimirani u klinički 
agresivnim FL. Klinički indolentni FL obilježeni su pojačanom ekspresijom gena 
netumorskih T stanica i makrofaga limfnog čvora (13).  
Shipp, MA i sur. (69) su pokazali analizom oligonukleotidnog microarray različitost 
uzoraka genske ekspresije FL i DLBCL s točnošću od 91%. Međutim, Robetorye, RS i 
sur. (75) su analizom genske ekspresije staničnih linija DLBCL s t(14;18)(q32;q21) 
utvrdili pojačanu ekspresiju BCL2 i myb gena i smanjenu ekspresiju Interleukin 
regulatory factor (IRF-1). Identičan nalaz ekspresije navedenih gena nađen je u uzorcima 
FL u radu Alizadeh, AA i sur. (75) ukazujući na sličnost molekularnog profila FL i 
DLBCL s prisutnom t(14;18)(q32;q21). 
Lossos, IS i sur. (78) su pokušali definirati uzorak genske ekspresije povezan s 
transformacijom FL u DLBCL kao i uzorak za razlikovanje DLBCL nastalog 
transformacijom FL i primarnog DLBCL. Transformacija FL u DLBCL praćena je 
pojavom različitih kromosomskih abnormalnosti koje nisu tipične i ponavljajuće (79,80). 
Međutim, mogu se izdvojiti dvije skupine genske ekspresije povezane s procesom 
transformacije definirane povišenom ili smanjenom ekspresijom c-myc gena. Uzorak 
genske ekspresije DLBCL nastalog transformacijom FL sličniji je primarnom FL nego de 
novo nastalom DLBCL, ukazujući na alternativni put patogeneze transformacije FL u 
DLBCL i de novo nastalog DLBCL (78). 
 
 
1.5 Proteinska ekspresija diferencijacijskih gena 
 
DNA microarray analiza genske ekspresije je zahtjevna i preskupa metoda za 
svakodnevnu kliničku upotrebu. Svaki gen uključen u proces neoplazije djeluje preko 
svog proteinskog produkta. Analizom mRNA indirektno se može zaključiti o 
posljedicama promjene ekspresije gena koja uzrokuje promjenu ekspresije proteina (81). 
Međutim, ekspresiju mRNA ne prati uvijek povišena ekspresija proteina (81). Rezultati 
DNA microarray analize predstavljaju ukupnu gensku ekspresiju stanične populacije tj. 
tumorskih i netumorskih stanica limfnog čvora (72). Izbor široko primjenjivane i 
dostupne imunohistokemijske metode kao potvrde rezultata DNA microarray omogućava 
proširenje rezultata na razinu proteinske ekspresije te analizu rasporeda proteinskog 
produkta unutar stanice (72).  
Monoklonalna protutijela za pojedine produkte genske ekspresije već postoje te 
omogućavaju njihovo brzo određivanje na razini proteinske ekspresije i upotrebu u 
dijagnostici i terapiji limfoma. Kao biljezi genske ekspresije B stanica germinativnog 
centra izdvojeni su BCL6 i CD10, dok MUM1/IRF4 i CD138 predstavljaju mogući panel 
biljega aktiviranih B stanica (81-84). 
 
1.5.1 BCL6 gen i njegov proteinski produkt 
 
B cell lymphoma 6 (BCL6) gen je kloniran iz translokacije koja zahvaća regiju 3q27 u 
DLBCL (85). BCL6 protein je zinc-finger protein s funkcijom sekvencijski specifičnog 
transkripcijskog represora gena uključenog u aktivaciju i diferencijaciju limfocita, 
kontrolu staničnog ciklusa i upalu. Funkcija BCL6 gena  je u formiranju germinativnog 
centra inhibiranjem diferencijacije B stanica germinativnog centra u plazma stanice, 
sazrijevanju antitijela i odgovoru T-helper 2 medijatora (86,87).  
U normalnom limfatičnom tkivu BCL6 protein je selektivno eksprimiran u jezgrama 
stanica germinativnog centra, te rijetkim CD4 pozitivnim T stanicama i perifolikularnim 
CD30 pozitivnim limfatičnim stanicama (81,88). 
U limfoidnim neoplazmama promjene regulacije BCL6 gena nastaju kao posljedica 
kromosomskih translokacija, mikrodelecija, točkastih mutacija i hipermutacija. Česte su 
kombinirane, bialelne promjene (89-91). Posljedična pojačana ekspresija BCL6 gena 
dovodi do zastoja u sazrijevanju i proliferaciji B stanica. Isto tako pojačana ekspresija 
BCL6 gena smanjuje p53 posredovan apoptotički odgovor na oštećenje DNA tijekom 
transformacije stanica germinativnog centra  potičući nastale maligne klonove (92). 
Mutacije regulatornog dijela BCL6 gena nastaju najčešće u limfomima podrijetla 
germinativnih i postgerminativnih stanica – FL, DLBCL i Burkitt limfom. Prisutne su u 
50-80% slučajeva DLBCL i 40% FL (89). Mutacije BCL6 gena s posljedičnim prekidom 
autoregulacije dovode do promjene ekspresije BCL6 proteina (93-95). 
Translokacije zahvaćaju 5' nekodirajuću domenu BCL6 gena regije 3q27 dovodeći BCL6 
gen pod kontrolu različitih promotora, najčešće lokusa gena imunoglobulinskih lanaca 
(96). Translokacije BCL6 gena predstavljaju najčešću kromosomsku abnormalnost 
DLBCL i prisutne su u 40% slučajeva i u 10-15% FL. Prognostički značaj preuredbe 
BCL6 gena u DLBCL je različit, pojedine studije navode povoljan prognostički značaj, ali 
druge studije ne nalaze prognostički značaj ili navode nepovoljan ishod (96-104). 
Promotor gena uključen u translokaciju BCL6 ima prognostički značaj; Ig/BCL6 
translokacije povezane su s povoljnim, ne–Ig/BCL6 translokacije s nepovoljnim ishodom 
(105). 
U uzorcima limfoma biološki značaj proteinske ekspresije BCL6 nije jedinstveno 
određen. BCL6 proteinska ekspresija označava stadij diferencijacije germinativnog 
centra. Promjene ekspresije BCL6 proteina su posljedica promjene regulacije BCL6 gena, 
iako nisu uvijek povezane (106,107). U nekoliko radova analiziran je prognostički značaj 
BCL6 proteinske ekspresije DLBCL. Tri rada navode povoljniji ishod BCL6 pozitivnih 
bolesnika (108-110), dok Colomo, L i sur. (111) u velikoj studiji 128 bolesnika s DLBCL, 
nisu potvrdili navedeni značaj.  
 
1.5.2 CD10 
 
Common acute lymphoblastic leukaemia antigen (CALLA, CD10) je membranska 
metaloproteinaza koja sudjeluje u postsekretornoj razgradnji neuropeptida, inaktivaciji 
upalnih i vazoaktivnih peptida. Nalazi se u različitim tkivima - mozgu, jetri, tankom 
crijevu, bubregu, kori nadbubrežne žlijezde, gonadama, placenti i leukocitima. 
U normalnom limfatičnom tkivu CD10 protein je eksprimiran u ranim limfoidnim 
progenitornim stanicama i B stanicama germinativnog centra (112). 
Ekspresija proteina CD10 prisutna je u većini slučajeva FL te 20-40% DLBCL (113-116). 
Rezultati analize prognostičkog značaja CD10 ekspresije u DLBCL se razlikuju u 
pojedinim radovima. Dva rada navode povezanost CD10 ekspresije i kraćeg ukupnog 
preživljenja (117,118). Ohshima, K i sur. (119) u studiji 138 slučajeva DLBCL, Go, J i 
sur. (120) i Biasoli, I i sur. (121) navode povoljan prognostički značaj ekspresije CD10, 
dok Fabiani, B i sur. (122) nisu pronašli prognostički značaj (119-122).  
Zhang, X i sur. (123) izdvajaju DLBCL s ekspresijom CD10 kao podtip različitih 
genetičkih karakteristika od FL i DLBCL . 
 
1.5.3 MUM1/IRF4 gen i njegov proteinski produkt 
 
Multiple myeloma - 1 / interferon regulatory factor – 4 (MUM1/IRF4) gen je limfocit 
specifičan član obitelji interferon regulatornih faktora transkripcije važan u proliferaciji i 
diferencijaciji B stanica (124,125). MUM1/IRF4 onkogen otkriven je kloniranjem mjesta 
lomova t(6;14)(p25;q32) otkrivene u multiplom mijelomu, u kojoj MUM1 gen regije 
6p25 dolazi pod regulatornu kontrolu IgH lokusa regije 14q32 (126). 
U reaktivnom limfatičnom tkivu MUM1/IRF4 ekspresija se razlikuje ovisno o 
fiziološkom stadiju B stanične diferencijacije (127,128). Uočena su tri fenotipska uzorka: 
centroblastni (BCL6+, MUM1-, CD138-), kasni germinativni / rani postgerminativni 
(BCL6-, MUM1+, CD138-) i postgerminativni (BCL6-, MUM1+, CD138+) (127,128). 
U neneoplastičnom germinativnom centru većina stanica je MUM1 negativna, osim 
malog broja kasnih centrocita s prisutnom MUM1 ekspresijom. Postgerminativne stanice, 
imunoblasti, razvojni oblici prema plazma stanicama i plazma stanice, su također MUM1 
pozitivne. CD138 su pozitivne samo diferencirane, zrele plazma stanice. To ukazuje da 
ekspresija MUM1/IRF4 prethodi ekspresiji CD138 u B staničnoj diferencijaciji 
(127,128). 
U normalnom limfatičnom tkivu istovremena ekspresija MUM1/IRF4 i BCL6 u istoj 
stanici nije moguća (127,128). Različito od normalnih stanica germinativnog centra 
tumorske stanice DLBCL u 50% slučajeva pokazuju koekspresiju navedenih biljega 
sugerirajući poremećaj ekspresije tih gena (128). 
 
1.5.4 CD138 
 
Syndecan-1 (CD138) je transmembranski heparan sulfat proteoglikan. Ekspresija je 
prisutna na površini epitelnih stanica, normalnim B staničnim prekursorima u koštanoj 
srži, odsutna u stanicama germinativnog centra, te ponovno prisutna u postgerminativnim 
stanicama i zrelim plazma stanicama (129). 
Interakcijom s različitim efektorskim molekulama regulira adheziju stanica, stanica i 
ekstracelularnog matriksa, migraciju stanica te potiče interakciju i aktivnost faktora rasta 
(130). 
Ekspresija CD138 prisutna je u normalnim i neoplastičnim plazma stanicama, ne–
Hodgkinskom limfomu malih stanica s plazmastaničnom diferencijacijom te 
imunoblastičnom i plazmablastičnom DLBCL povezanim s AIDS-om (127,131). 
CD138 je rijetko eksprimiran u neoplastičnim B stanicama DLBCL limfnog čvora. U 
nekoliko radova korišten je kao biljeg ABC fenotipa (111,132-136). 
 
1.5.5 Proteinska ekspresija diferencijacijskih gena DLBCL  
 
Definiranje podtipova DLBCL dokazivanjem proteinske ekspresije imunohistokemijskim 
metodama, daje mogućnost definiranja podtipova DLBCL različitih kliničkih 
karakteristika. 
Analize proteinske ekspresije DLBCL sa ciljem izdvajanja GCB i ABC podtipova nisu 
jednoznačne (111,132-143). Pojedini radovi navode stupanj B stanične diferencijacije kao 
mogući pokazatelj ishoda DLBCL (133-136,140-143), dok drugi ne potvrđuju povoljan 
prognostički značaj GCB fenotipa (111,132, 137-139). 
Slučajevi DLBCL se mogu podijeliti temeljem prisutne ekspresije ograničenog broja 
biljega, najčešće BCL6, CD10, MUM1/IRF4 i CD138. Ekspresija BCL6 i CD10 
definirana je kao GCB fenotip (111,134- 143).  
Hans, CP i sur. (142) su slučajeve DLBCL klasificirali u GCB skupinu ako je prisutna 
ekspresija samo CD10 ili CD10 i BCL6 biljega. Negativna ekspresija biljega CD10 i 
BCL6 označavala je ABC skupinu. U slučajevima odsutne ekspresije CD10 i prisutne 
ekspresije BCL6, skupinu je određivala ekspresija MUM1/IRF4 biljega: ako je 
MUM1/IRF4 biljeg  negativan, slučaj je klasificiran u GCB skupinu, odnosno ako je 
pozitivan u ABC skupinu. Na svim uzorcima analizirana je i genska ekspresija cDNA 
microarray metodom. Podjela DLBCL temeljem proteinske ekspresije biljega pokazala se 
točnija u predviđanju prognoze analiziranih slučajeva. Navedeni rezultat ukazuje da u 
slučajevima s povišenom genskom ekspresijom ne dolazi uvijek do translacije mRNA i 
stvaranja proteina (142). Također navode GCB fenotip kao povoljan prognostički 
pokazatelj unutar grupe niskog i visokog rizika MPI. 
Koristeći kriterije za definiranje GCB i ABC fenotipa prema Hans, CP i sur. (142), u dva 
rada Colomo, L i sur. (111) i Moskowitz, CH i sur. (137) nije dokazan različit 
prognostički značaj navedenih fenotipskih skupina DLBCL (111,137). 
Različito od prethodnih autora, Chang, CC i sur. (134), ne uzimajući ekspresiju biljega 
MUM1/IRF4 kao isključivo postgerminativni biljeg diferencijacije, definiraju tri 
fenotipske skupine DLBCL. Ekspresija CD10 i/ili BCL6 uz negativnu MUM1/IRF4 
predstavlja GCB fenotip, ekspresija CD10 i/ili BCL6 uz pozitivnu MUM1/IRF4 
ekspresiju je aktivirani GCB fenotip i negativna ekspresija CD10 i BCL6 uz pozitivnu 
ekspresiju MUM1/IRF4 i/ili CD138 predstavlja ABC fenotip. Izdvojeni GCB fenotip, 
često nazvan pravi GCB fenotip definiran isključivo ekspresijom CD10 i/ili BCL6, 
pokazao se kao nezavisan povoljan prognostički pokazatelj, dok nije nađena razlika u 
preživljenju fenotipskih skupina aktivirani GCB i ABC (134). Uz GCB fenotip utvrđen je 
kao nezavisan prognostički pokazatelj i vrijednost MPI. Nije pronađena korelacija 
između fenotipskih skupina i vrijednosti MPI, te je prognostički značaj fenotipa neovisan 
o vrijednosti MPI (134). 
Zinzani, PL i sur. (135) koristeći isti pristup određivanja fenotipskih skupina DLBCL kao 
Chang, CC i sur. (134), pronašli su različit prognostički značaj navedene tri fenotipske 
skupine. 
Berglund, M i sur. (136) koristeći oba navedena pristupa u određivanju fenotipskih 
skupina DLBCL potvrđuje povoljan prognostički značaj ekspresija BCL6 ili CD10, dok je 
MUM1/IRF4 ekspresija povezana s lošijim preživljenjem .  
Tzankov, A i sur. (141) potvrđuju GCB fenotip DLBCL kao nezavisan prognostički 
značajan pokazatelj. Također navode pozitivnu ekspresiju CD44v6 u ABC skupini 
DLBCL i povezanost s lošijim preživljenjem (141).  
Simonitsch-Klupp, I i sur. (133) analiziraju stanične podtipove DLBCL i navode  
plazmablastično/plazmacitoidne morfološke karakteristike DLBCL i ABC fenotip kao 
loše prognostičke pokazatelje. Nije nađena razlika u preživljenju podtipova DLBCL 
centroblastične i imunoblastične morfologije, iako je ekspresija BCL6 češće prisutna u 
navedenim podtipovima nego u podtipu plazmacitoidne morfologije (133). 
Linderoth, J i sur. (132) u određivanju podtipova DLBCL različitog histogenetskog 
podrijetla, koriste CD23 kao biljeg pregerminativnog i ranog germinativnog centra, kao 
biljege germinativnog centra BCL6, CD10 i CD40, i CD138 kao biljeg postgerminativnih 
stanica. Izdvajaju ekspresiju CD23 i CD40 kao prognostički povoljne, dok ekspresija 
CD10 i BCL6 nije pokazala značajnu povezanost s prognozom. 
Saez, AI i sur. (144) pokušali su drugačijim pristupom od analize isključivo 
diferencijacijskih biljega definirati prognostički model DLBCL. Analizom proteinske 
ekspresije 52 molekule (molekule kontrole staničnog ciklusa, apoptoze, B stanične 
diferencijacije, popravka DNA, degradacije ubiquitina, transkripcijski faktori) izdvojili su 
prognostički model od osam biljega sa 78% točnošću predviđanja lošeg ishoda. Iako 
navedeni model uključuje biljege BCL6 i MUM1/IRF4 potvrđujući njihov prognostički 
značaj u DLBCL, dobivene rezultate teško je povezati s tri prognostičke skupine DLBCL 
na osnovu genske ekspresije. Autori navode slučajno nakupljanje promjena s posljedicom 
povećane proliferacije i gubitka apoptoze tumorskih limfoidnih stanica, kao mogući 
patogenetski model DLBCL (144). 
 
 
1.6 BCL2 gen i njegov proteinski produkt 
 
B cell lymphoma 2 (BCL2) protoonkogen smješten u regiji 18q21, otkriven je 
kloniranjem t(14;18)(q32;q21)/IgH-BCL2 u FL (145-147). 
BCL2 obitelj uključuje antiapoptotičke i proapoptotičke molekule. Slijedeći signale smrti 
stanice, proapoptotički homodimeri mijenjaju membranski potencijal mitohondrija, 
oslobađaju citokrom C i aktiviraju proteolitički enzim kaspaza 9 te potiču apoptozu. 
Povećana razina antiapoptotičkih proteina dovodi do stvaranja antiapoptotički/ 
proapoptotičkih heterodimera ograničavajući utjecaj signala smrti stanice na membranski 
potencijal mitohondrija. BCL2 protein je antiapoptotički protein, njegova povećana 
ekspresija štiti stanice od procesa programirane stanične smrti, a posljedično nakupljanje 
stanica čini osnovu nastanka limfoma. Povećana ekspresija BCL2 je također odgovorna  
za kemoterapijsku rezistenciju (146,148-150). 
BCL2 protein je eksprimiran u stanicama hematopoeze i drugim nehematopoetskim 
stanicama. BCL2 ekspresija odsutna je u neneoplastičnim B stanicama sekundarnih 
folikula i u kortikalnim timocitima (81). 
Povećana ekspresija BCL2 proteina prisutna je u većini slučajeva FL i 30-60% DLBCL. 
Najčešće nastaje kao posljedica t(14;18)(q32;q21) koja je prisutna u 70-85% FL, odnosno 
20-30% DLBCL i smatra se inicijalnim kritičnim događajem u patogenezi FL (2,3). 
t(14;18)(q32;q21) nije stalan nalaz u FL, učestalost se smanjuje s višim histološkim 
stupnjem FL (151). U navedenoj translokaciji BCL2 gen dolazi pod konstitutivnu 
aktivaciju promotora IgH gena. Povećana ekspresija BCL2 proteina može biti prisutna u 
slučajevima odsutnosti t(14;18)(q32;q21) i nastaje kao posljedica amplifikacije i mutacije 
BCL2 gena (152).  
Amplifikacija BCL2 gena i trisomija, ili rijetko veći broj kopija kromosoma 18, u 
slučajevima DLBCL opisana je u više radova (27,31,153). Navedene citogenetske 
promjene uzrokuju pojavu dodatnih signala u FISH analizi (154,155). U samo jednoj 
studiji nalaz dodatnih BCL2 signala povezan je s ABC fenotipom DLBCL, međutim nije 
utvrđen klinički značaj navedenog nalaza (154). 
t(14;18)(q32;q21) u primarnom DLBCL nije definirana kao pokazatelj preživljenja 
(90,91,148,149). Ekspresija BCL2 proteina u većem broju radova povezana je s bržim 
relapsom bolesti i kraćim ukupnim preživljenjem (152,153,156-159).  
U novijim radovima t(14;18)(q32;q21) javlja se češće u GCB podtipu DLBCL (155,160-
164). Poulsen, CB i sur. (143) navode da je t(14;18)(q32;q21) prisutna pretežno, ali ne i 
isključivo, u GCB podtipu DLBCL. U radu Barrans, SL i sur. (154) t(14;18)(q32;q21) 
vezana je češće uz GCB podtip DLBCL s lošijim preživljenjem u odnosu na GCB DLBCL 
bez t(14;18)(q32;q21), dok  Igbal, J i sur. (162) i Xu, Y i sur. (163) ne nalaze klinički 
značajnu razliku preživljenja t(14;18)(q32;q21) pozitivnih i negativnih slučajeva GCB 
podtipa DLBCL.  
Povećana ekspresija BCL2 proteina osim u slučajevima DLBCL s t(14;18)(q32;q21) često 
je prisutna u slučajevima bez translokacije osobito u ABC podtipu DLBCL ukazujući na 
mogući različit mehanizam povećane ekspresije BCL2 u GCB i ABC podtipu DLBCL 
(154,155,162). U slučajevima bez t(14;18)(q32;q21) ekspresija BCL2 proteina nije 
pokazala utjecaj na preživljenje (154,155), osim u ABC podtipu DLBCL gdje je povezana 
s kraćim preživljenjem (142). Hirose, Y i sur. (138) nisu pronašli različitu učestalost, niti 
prognostički značaj t(14;18)(q32;q21) i proteinske ekspresije BCL2 u GCB i ABC 
podtipu DLBCL. 
 
 
1.7 p53 
 
p53 je tumor supresor gen, smješten na kromosomu 17p13.1. Jedan od najčešće mutiranih 
gena u ljudskim novotvorinama (>50% svih tumora). Genski produkt je nuklearni 
fosfoprotein s funkcijom transkripcijskog faktora koji inducira ekspresiju gena uključenih 
u zaustavljanje staničnog ciklusa u fazi G1 ili gena uključenih u apoptozu te predstavlja 
tzv. glavni čuvar genoma. p53 negativna regulacija progresije staničnog ciklusa 
posredovana je indukcijom p21 i posljedično neutralizacijom CDK2-ciklin E kompleksa 
(165). 
p53 protein se imunohistokemijski ne može detektirati u normalnim stanicama zbog 
njegove brze razgradnje. Mutacija p53 gena dovodi do stabilizacije i povišene razine 
proteina (166,167).  
Mutacije p53 gena dovode do funkcionalno neadekvatnog proteina i takav događaj nađen 
je u 17-25% DLBCL (167-170). U DLBCL mutirani p53 gubi mogućnost aktivacije 
ciljnog gena p21 rezultirajući p53+  p21- imunofenotipom, što je različito od p53-  p21-  
imunofenotipa uočenog u odsutnosti mutacije p53 gena (171). 
Učestalost p53 mutacija u DLBCL je relativno niska u usporedbi s drugim tumorima, ali 
je značajno viša od učestalosti kod većine niskoproliferativnih B staničnih limfoma, 
ukazujući da je p53 inaktivacija povezana s značajnom proliferacijom tumora (165).  
p53 ekspresija može se dokazati imunohistokemijski u 30-40% DLBCL,  što ukazuje na 
ekspresiju u odsutnosti mutacije (167,170). 
Ekspresija p53 proteina u DLBCL povezana je s rezistencijom na terapiju (172), u nekim 
studijama s lošijim ishodom (173-175) ili utjecaj na preživljenje nije pronađen (176,177). 
Paik, JH i sur. (178) analizirali su prognostički značaj proteinske ekspresije regulatornih 
molekula staničnog ciklusa  u GCB i ABC tipu DLBCL. Pronašli su češće povećanu 
ekspresiju p53 u GCB tipu DLBCL limfnog čvora, a negativnu ekspresiju p16, p21 i p14 
u ABC tipu DLBCL. Također imunofenotip p16 –, p14 –, p53 + definira prognostički 
nepovoljniju skupinu unutar GCB tipa DLBCL (178). 
 
 
 
 
1.8 CD30 
 
CD30 (Ki-1) molekula je dio tumor-necrosis factor-receptor (TNFR) obitelji i poznata je 
kao aktivacijski biljeg B i T limfocita (179,180). 
U neneoplastičnom limfnom čvoru biljeg CD30 normalno je eksprimiran u 
interfolikularnim velikim B stanicama s dendritičnom morfologijom, u kojima je 
ekspresija biljega germinativnog centra i plazma stanica negativna (181). 
Navedene stanice smatraju se ishodišnim stanicama dijela B velikostaničnih limfoma 
građenih od aktiviranih limfoidnih stanica kao i Hodgkinovog limfoma (182). 
DLBCL s pozitivnom ekspresijom biljega CD30 karakteriziran je anaplastičnim staničnim 
podtipom i boljom prognozom sličnom ALK pozitivnom anaplastičnom limfomu velikih 
stanica (ALK+ ALCL) (20). Kliničke karakteristike CD30+ DLBCL ukazuju na daljnju 
heterogenost DLBCL i mogućnost izdvajanja zasebnog kliničko-patološkog entiteta 
(20,132). 
Analizirajući značaj imunofenotipskih karakteristika DLBCL, Zinzani, PL i sur. (135) 
izdvojili su tri prognostičke skupine. Prognostički najnepovoljnija skupina sastavljena je 
od B postgerminativnih stanica s karakteristikama aktivacije i 
plazmablastične/plazmacitoidne diferencijacije, imunofenotipskih karakteristika CD30+ 
ili CD138+, BCL2+, CD10- i BCL6- (135). 
Saez, AI i sur. (144) analizirajući prognostički model DLBCL na osnovu proteinske 
ekspresije, uočili su porast ekspresije biljega CD30 s nalazom EBV. 
 
 
2. Ciljevi istraživanja 
 
1. U primarnom DLBCL i FL-3 limfnog čvora utvrditi: 
• fenotipske karakteristike: 
- diferencijacijskih biljega BCL6, CD10, MUM 1/IRF4 i CD138 
   i klasificiranje u GCB i ABC skupinu; 
- BCL2, p53 te CD30; 
• prisutnost translokacije t(14;18)(q32;q21)/IgH-BCL2 i abnormalnosti 
regije 3q27 koje uključuju translokacije i numeričke aberacije BCL6 gena. 
 
2. Usporediti proteinsku ekspresiju i citogenetske abnormalnosti između DLBCL i 
FL-3, te GCB i ABC skupine. 
 
3. Utvrditi utjecaj fenotipskih karakteristika, citogenetskih abnormalnosti i kliničkih 
prognostičkih pokazatelja – dob, spol, klinički stadij, Međunarodni prognostički 
indeks na ishod bolesnika DLBCL i FL-3, te GCB i ABC skupine. 
 
 
 
 
 
 
 
 
3. Bolesnici i metode 
 
3.1 Bolesnici 
 
U istraživanje je uključeno 73 bolesnika s histološkom dijagnozom primarnog DLBCL i 
FL-3 limfnog čvora. Bolesnici su liječeni u KB Merkur, KB Dubrava i KBC Zagreb u 
razdoblju 2000 – 2004. godine.  
Analizirana su 73 limfna čvora, dobivena u vrijeme dijagnostičkog postupka prije 
početka terapije. 
Histološke dijagnoze postavljene su prema kriterijima SZO klasifikacije limfoidnih 
neoplazmi na histološkim rezovima obojenim hemalaun & eozinom (H&E), Giemsom, 
PAS i Gomori metodom (1,2).  
U 53 uzorka dijagnoza je bila DLBCL, a u 20 uzoraka FL-3 pretežno folikularnog rasta, 
>75%. 
U tablici 1 prikazana su 73 bolesnika prema histološkoj dijagnozi, dobi, spolu, kliničkom 
stadiju bolesti i vrijednosti MPI u vrijeme postavljanja dijagnoze. Ispitivane skupine 
bolesnika statistički značajno se razlikuju s obzirom na dob (T test = 2.26; s.s. = 71; P = 
0.027), dok je raspodjela bolesnika prema spolu podjednaka (χ2 = 0.356; s.s.= 1; P = 
0.551). U svaki klinički stadij određen prema Ann Arbor klasifikaciji (5) uključeni su 
bolesnici sa i bez kliničkih B simptoma. Nije nađena statistički značajna razlika u 
zastupljenosti kliničkih stadija s obzirom na patohistološku dijagnozu DLBCL i FL-3 (χ2 
= 6.27; s.s.= 3; P = 0.099). Vrijednosti MPI podijelili smo u dvije skupine. Skupina 1 
uključuje - MPI score 0 i 1 - mali rizik i score 2-  mali intermedijarni rizik; skupina 2 
uključuje -  MPI score 3 - veliki intermedijarni rizik i score 4 i 5 - veliki rizik. Statistički 
značajna većina bolesnika s FL-3 imala je MPI score nižeg rizika  (χ2 = 3.89; s.s.= 1; P = 
0.048).   
Podaci o duljini praćenja bili su dostupni za 65 bolesnika sa srednjim vremenom praćenja 
od 19 mjeseci (1 – 1843 dana).  
Od 65 praćenih bolesnika, 2 nisu primili terapiju, a podaci o načinu liječenja bili su 
dostupni za 61 bolesnika: 39 bolesnika su liječena samo standardnom antraciklinskom 
terapijom (CHOP, cyclophosphamide, doxorubicin, vincristine, prednisolon) od kojih su 
tri bolesnika primila i dodatnu radioterapiju, 3 bolesnika uz standardnu antraciklinsku 
terapiju liječeni su i anti CD20 monoklonalnim protutijelom (Rituximab), 4 bolesnika su 
liječena neantraciklinskom terapijom (COP, cyclophosphamide, vincristine, prednisolon), 
9 bolesnika liječeno je dodatnom polikemoterapijom, kod 6 bolesnika uz dodatnu 
polikemoterapiju učinjena je i transplantacija perifernih matičnih stanica.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tablica 1. Prikaz bolesnika prema histološkoj dijagnozi, dobi, spolu, kliničkom stadiju 
bolesti i vrijednosti MPI u vrijeme postavljanja dijagnoze.  
 
 DLBCL FL-3  
broj bolesnika 53 20  
dob 
raspon/medijan/SD* 
 
23-91/65.80/13.01 
 
25-79/57.50/15.66 
P=0.027 
 
spol 
m/ž 
 
28/25 
 
9/11 
P=0.551 
 
klinički stadij**  P=0.099 
 ∑64         I 10 5  
II 13 2  
III 10 8  
IV 14 2  
MPI***  P=0.048 
  ∑64       1 26 14  
2 21 3  
 
*      SD - standardna devijacija; 
**  I - stadij Ia i Ib;  II – stadij IIa i IIb;  III – stadij IIIa i IIIb;       IV – stadij IVa i IVb; 
* ** 1 – MPI score 0 i 1 - mali rizik i score 2 - mali intermedijarni rizik; 
        2 – MPI score 3 - veliki intermedijarni rizik i score  4 i 5 - veliki rizik. 
 
 
 
 
 
 
3.2 Tkivni microarray 
 
Uzorci s dovoljnom količinom i kvalitetom tkiva korišteni su za izradu tkivnog 
microarray (TMA) (183-185). Iz reprezentativne regije tumora, iglom za biopsiju koštane 
srži promjera 11G/3.00mm (Somatex, Germany) uzeta su dva cilindra tkiva. Tkivni 
cilindar je uz pomoć mandrena pažljivo izvađen iz biopsijske igle i stavljen u označenu 
biopsijsku kazetu. Za izradu TMA svaki cilindar tkiva je prenesen pincetom na prethodno 
određeno mjesto u novom parafinskom bloku te uklopljen u tekući parafin. Pojedini TMA 
ukupno sadrži do dvanaest tkivnih cilindara. Svaki analizirani uzorak tumora, zastupljen 
je s dva cilindra tkiva reprezentativne regije promjera 2mm, uklopljenih u dva parafinska 
bloka TMA. TMA rezovi debljine 4µm preneseni su na silanizirana predmetna stakla 
(DakoCytomation, Denmark) i obojeni standardnom H&E metodom kako bi se provjerila 
kvaliteta dobivenih cilindara (186-191).  
Rezovi TMA i standardni rezovi tkiva su jednako obrađeni imunohistokemijskom 
metodom (192,193) i interfaznom fluorescentnom in situ hibridizacijom. 
 
 
3.3 Imunohistokemijsko bojenje 
 
U imunohistokemijskoj analizi korištena su slijedeća protutijela: CD20 
(DakoCytomation, Denmark, klon L26, razrijeđenje 1:200), CD3 (DakoCytomation, 
Denmark, poliklonalno, razrijeđenje 1:50), BCL6 (Novocastra, Newcastle, UK, klon 
P1F6, razrijeđenje 1:20), CD10 (Novocastra, Newcastle, UK, klon 56C6, razrijeđenje 
1:20), MUM-1/IRF4 (Santa Cruz, Biotechnology, Santa Cruz, CA, poliklonalno, 
razrijeđenje 1:100), CD138 (Novocastra, Newcastle, UK, klon 5F7, razrijeđenje 1:50), 
BCL2 (DakoCytomation, Denmark, klon 124, razrijeđenje 1:10), p53 (DakoCytomation, 
Denmark, klon DO-7, razrijeđenje 1:25) te CD30 (DakoCytomation, Denmark, klon Ber-
H2, razrijeđenje 1:20).  
Postupci demaskiranja antigena su bili: BCL6, CD10, MUM1/IRF4, CD138 – lonac pod 
pritiskom Pascal (DakoCytomation, Denmark), +125ºC, 30 sekundi, otopina etilen 
diamin tetraoctene kiseline (EDTA) pH8.0; BCL2, CD30 – mikrovalna pećnica, +95ºC, 
15 minuta, Target Retrieval otopina pH6.0 (DakoCytomation, Denmark); p53 – 
mikrovalna pećnica, +95ºC, 15 minuta, Target Retrieval otopina pH9.0 
(DakoCytomation, Denmark). 
Za vizualizaciju ekspresije biljega korišten je streptavidin-biotin set (LSAB) 
(DakoCytomation, Denmark). Rezovi tkiva i tkivnog microarray debljine 4µm su 
deparafinirani, obrađeni standardnim, automatiziranim postupkom u Autostainer 
(DakoCytomation, Denmark) i kontrastirani hematoxylinom.  
Pozitivnim rezultatom svih analiziranih biljega smatran je nalaz specifične ekspresije u 
>30% tumorskih stanica prema radu Hans, CP i sur. (142). U pozitivnim tumorskim 
stanicama BCL6, MUM1/IRF4 i p53 proteinska ekspresija je primarno nuklearna (81). 
Proteinska ekspresija CD10, CD138, CD30 i BCL2 biljega je primarno membranska i 
citoplazmatska. 
Uzorci su klasificirani temeljem koekspresije pojedinih diferencijacijskih biljega u GCB i 
ABC skupinu prema kriterijima Hans, CP i sur. (142). Fenotipski uzorci CD10+, BCL6+, 
MUM1-; CD10+, BCL6-, MUM1+ i CD10+, BCL6+, MUM1+ smatrani su GCB 
fenotipom, a fenotipski uzorci CD10-, BCL6+, MUM1+ i CD10-, BCL6-, MUM1+ ABC 
fenotipom. 
 
 
3.4 Interfazna fluorescentna in situ hibridizacija (FISH) na parafinskim 
rezovima tkiva  
 
3.4.1 Priprema preparata  
 
Rezovi tkiva debljine 4µm na silaniziranim predmetnim staklima (DakoCytomation, 
Denmark) deparafinirani su Histoclear otopinom (National Diagnostics, England) na 
sobnoj temperaturi tri puta kroz 5 minuta, te zatim isprani u 100% alkoholu na sobnoj 
temperaturi 2 minute. Rezovi su zatim rehidrirani u seriji alkohola 100%, 85% i 70%,  
2 minute u svakom i isprani u destiliranoj vodi na sobnoj temperaturi. Nakon 
deparafinacije rezovi su kuhani u antigen retrieval puferskoj otopini Target Retrieval pH 
9.0 (DakoCytomation, Denmark) na +95ºC u mikrovalnoj pećnici 15 minuta, zatim 
tretirani s pepsinom 0.1g/mL (Sigma, Germany) na +37ºC,  20 minuta, te dehidrirani u 
seriji alkohola 70%, 85% i 100%, 2 minute u svakom i osušeni na zraku. Prema uputama 
proizvođača pripremljene su direktno obilježene - dvobojna fuzijska proba LSI IgH/BCL2 
dual color, dual fusion translocatione probe (Vysis Inc., USA) i dvobojna razdvajajuća 
proba LSI BCL6 dual color, break apart rearrangement probe (Vysis Inc., USA).  Na 
svaki rez stavljeno je 2µL probe i pokriveno pokrovnicom površine 100 mm2 koja je 
učvršćena ljepilom. Predmetna stakla su stavljena u Hybridizer (DakoCytomation, 
Denmark), gdje se odvija denaturacija na +82ºC, 5 minuta, a zatim slijedi hibridizacija na 
+45ºC, preko noći. Slijedeći dan rezovi se ispiru tri puta: u prethodno ugrijanom puferu 
0.0003% Tween / 0.4xSSC na +72ºC, 2 minute; u prethodno ugrijanom puferu 0.0001% 
Tween / 2xSSC na +72ºC, 2 minute i na sobnoj temperaturi u 2xSSC, 2 minute. Završno, 
rezovi tkiva se prekrivaju s 10µl Vectashield sredstva za uklapanje (Vector Laboratories 
Inc., USA) koje sadrži 10-5g/L 4',6-diamidino-2-fenil-indol (DAPI) fluorescirajuće boje 
(Serva, Germany) za kontrastiranje DNA.  
 
3.4.2 Probe 
 
LSI IGH/BCL2 dual color, dual fusion translocatione probe je dizajnirana za detekciju 
jukstapozicije lokusa teškog lanca imunoglobulina (IgH) i sekvence BCL2 gena uključene 
u t(14;18)(q32;q21) (194,195). Proba sadrži LSI IgH probu (slika 1) obilježenu sa 
SpectrumGreen, veličine otprilike 1.5 Mb, homologne sekvence s cijelim IgH lokusom i s 
dijelom sekvence veličine 300 kb uz 3' kraj IgH lokusa. LSI BCL2 proba (slika 2) 
obilježena je sa SpectrumOrange i pokriva regiju veličine otprilike 750 kb, koja uključuje 
cijeli BCL2 gen s dodatnim sekvencama ukupne veličine 250 kb distalno i proksimalno 
od BCL2 gena. Rezultat hibridizacije u normalnoj jezgri s LSI IgH/ BCL2 probom su dva 
narančasta i dva zelena signala (2O2G uzorak). U jezgri s t(14;18)(q32;q21) najčešći 
uzorak je jedan narančast, jedan zeleni signal, predstavljajući normalne homologe i dva 
narančasto/zelena (žuta) fuzijska signala, predstavljajući recipročnu translokaciju 
 Slika 1. Shematski prikaz LSI IgH probe (www.vysis.com). 
 
 
 
Slika 2. Shematski prikaz LSI BCL2 probe (www.vysis.com). 
 
 
LSI BCL6 dual color, break apart rearrangement probe (slika 3) omogućava detekciju 
lomova kromosoma povezanih s različitim translokacijama koje uključuju BCL6 gen u 
regiji 3q27. Proba sadrži 300 kb 5' LSI BCL6 probu obilježenu sa SpectrumOrange i 600 
kb 3' LSI BCL6 probu obilježenu sa SpectrumGreen. Navedene probe su odvojene 
lokusom veličine 42 kb koji sadrži cijeli BCL6 gen, uključujući i regiju loma BCL6 gena. 
U normalnoj stanici hibridiziranoj s BCL6 probom očekivani uzorak signala su dva 
narančasto/zelena fuzijska signala (2F). U stanici s translokacijom koja uključuje mjesto 
loma BCL6 lokusa između 5' i 3' mjesta hibridizacije BCL6 probe nalaze se jedan 
narančast, jedan zeleni i jedan fuzijski signal (1O1G1F). U nekim normalnim jezgrama 
može se vidjeti blaga odvojenost narančastog i zelenog signala zbog neobilježenog BCL6 
lokusa između mjesta hibridizacije dva dijela probe (196,197).  
 
 
 
Slika 3. Shematski prikaz LSI BCL6 probe (www.vysis.com). 
 
 
 
 
 
3.4.3 Analiza preparata 
 
Korišten je fluorescencijski mikroskop Olympus BX51, a slike su pohranjene uz pomoć 
SoftImaging System analySIS GmbH.  
U svakom uzorku analizirano je 200 morfološki očuvanih jezgara. Nalaz karakterističnih 
promjena signala smatran je pozitivnim rezultatom ako je prisutan u >7% tumorskih 
stanica, što odgovara vrijednosti pozitivnog praga (151,196,198).  
Vrijednost pozitivnog praga određuje se prema prisutnosti karakterističnih promjena 
signala u normalnom, reaktivnom limfatičnom tkivu. Pet uzoraka tkiva tonzila 
analizirano je kao kontrola. Vrijednost pozitivnog praga određena je kao srednja 
vrijednost +3SD frekvencija jezgara sa karakterističnim promjenama signala na 500 
analiziranih stanica. U našim uzorcima fuzijski signal IgH/BCL2 i razdvojeni BCL6 
signal nađeni su u manje od 1% analiziranih jezgara, dok dodatni signali u analiziranim 
uzorcima nisu nađeni.  
 
 
3.5 Statistička analiza 
 
Kvalitativni pokazatelji prikazani su kontingencijskim tablicama. Povezanost između 
kvalitativnih pokazatelja ispitana je  χ2 testom. Coxova multivarijatna regresijska analiza 
korištena je za procjenu prediktivne vrijednosti raspoloživih pokazatelja. Preživljenje je 
procijenjeno Kaplan-Meierovom analizom (199,200). Ukupno preživljenje je računato 
kao vrijeme praćenja od postavljanja patohistološke dijagnoze do dana smrti ili zadnje 
kontrole. Bolesnici koji su bili živi u vrijeme zadnje kontrole uključeni su kao 
cenzorirano praćeni u analizu ukupnog preživljenja. Za statističku analizu podataka 
korišten je program STATISTICA (version 7.0 StatSoft Inc. Tulsa, OK, USA). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4. Rezultati 
  
 4.1.1  Fenotipske karakteristike diferencijacijskih biljega BCL6, CD10,   
           MUM1/IRF4 i CD138, klasificiranje u GCB i ABC skupinu, te   
           ekspresija biljega BCL2, p53 i CD30 u DLBCL i FL-3 
 
 
Imunohistokemijska analiza proteinske ekspresije pojedinih biljega učinjena je na 
uzorcima svih 73 bolesnika.  
Značajno veća učestalost ekspresije BCL6 biljega nađena je u slučajevima FL-3  
(χ2 = 4.73; s.s.= 1; P = 0.030) (tablica 2). 
 
Tablica 2. Proteinska ekspresija biljega BCL6 u DLBCL i FL-3. 
 
PHD 
BCL6* 
            +                          - 
 
Σ 
    
DLBCL 17 36 53 
    
FL-3 12 8 20 
    
Σ 29 44 73 
 
χ2 = 4.73; s.s.= 1; P = 0.030 
 
* +  pozitivna ekspresija; - negativna ekspresija 
 
Ekspresija ostalih diferencijacijskih biljega CD10, MUM1/IRF4 i CD138 nije se pokazala 
značajno različitom između bolesnika s DLBCL i FL-3. U analiziranim slučajevima 
DLBCL ekspresija biljega CD10 prisutna je u 10/53 (18.88%), te u 7/20 (35.0%) 
slučajeva FL-3. U većini slučajeva 50/53 (94.34%) DLBCL i u 18/20 (90.0%) FL-3 
prisutan je pozitivitet MUM1/IRF4 biljega. Ekspresija biljega CD138 prisutna je u 1/53 
(1.89%) DLBCL i niti u jednom slučaju FL-3.  
 
Uzorci su klasificirani temeljem koekspresije pojedinih diferencijacijskih biljega u GCB i 
ABC skupinu (tablica 3).  
 
 
Tablica 3. Podjela uzoraka u GCB i ABC skupinu. 
   
Ekspresija biljega* Bolesnici Imunofenotipska skupina 
CD10 +, BCL6 +, MUM1- 3 (4.11%) GCB 
CD10 +, BCL6 -, MUM1+ 6 (8.22%) GCB 
CD10 +, BCL6 +, MUM1+   8 (10.96%) GCB 
CD10 -, BCL6 +, MUM1+ 18 (24.66%) ABC 
CD10 -, BCL6 -, MUM1+ 38 (52.05%) ABC 
Σ              73  
 
* +  pozitivna ekspresija; -  negativna ekspresija 
 
 
Odnos imunofenotipskih skupina GCB i ABC i patohistološke dijagnoze DLBCL i FL-3 
prikazan je u tablici 4. Analizirani slučajevi DLBCL (slika 4) i FL-3 (slika 5) statistički 
se ne razlikuju u ekspresiji biljega GCB i ABC skupine (χ2 = 2.12; s.s.= 1; P = 0.146). 
 
 
Tablica 4. Odnos imunofenotipskih skupina GCB i ABC i patohistološke dijagnoze. 
 GCB ABC  
PHD   Σ 
    
DLBCL 10 43 53 
    
FL-3 7 13 20 
    
Σ 17 56 73 
 
χ2 = 2.12; s.s.= 1; P = 0.146 
 
 
U analiziranim slučajevima DLBCL i FL-3 nije nađena značajna razlika u ekspresiji 
biljega BCL2 i p53. Ekspresija biljega CD30 nađena je u 11/53 (20.8%) DLBCL, dok je 
negativna u svih 20 slučajeva FL-3 (χ2 = 4.89; s.s.= 1; P = 0.027). 
Imunofenotipske skupine GCB i ABC statistički se ne razlikuju u ekspresiji biljega BCL2 
(χ2 = 0.08; s.s.= 1; P = 0.785), p53 (χ2 = 0.33; s.s.= 1; P = 0.568) i CD30 (χ2 = 1.46;  
s.s.= 1; P = 0.227). 
 
 4.1.2  t(14;18)(q32;q21) i abnormalnosti BCL6  gena regije 3q27 u  
                       DLBCL i FL-3 
 
 
U tri slučaja DLBCL nije bila moguća adekvatna analiza FISH signala t(14;18)(q32;q21). 
Analizirani slučajevi DLBCL i FL-3 nisu se razlikovali niti u jednoj opisanoj skupini 
citogenetskih promjena BCL2 gena (χ2 = 8.044; s.s.= 4; P = 0.090) (tablica 5). 
 
 
Tablica 5. Translokacija t(14;18)(q32;q21) u DLBCL i FL-3. 
 
PHD 
FISH  t(14;18)(q32;q21)* 
      1                2                3               4                5 
 
Σ 
       
DLBCL 29 5 8 2 6 50 
       
FL-3 8 7 2 2 1 20 
       
Σ 37 12 10 4 7 70 
 
χ2 = 8.044; s.s.= 4; P = 0.090 
 
* 1 - bez promjene;    2 - prisutna translokacija (1O1G2F);       3- prisutni dodatni BCL2 signali (3-4O2G, 5≥O2G);      
  4 - prisutna translokacija i dodatni BCL2 signali (3-4O1G2F, 5≥O1G2F)         5 – prisutni samo  dodatni IgH signali (2O3≥G) 
 
 
 
 
U slučajevima bez t(14;18)(q32;q21) (slika 6) nađena su 3–4 dodatna BCL2 signala  
(3-4O2G) ili 5 i više dodatnih BCL2 signala (5≥O2G), što upućuje na vjerojatnu 
amplifikaciju BCL2 gena (slika 7). Uz prisutan fuzijski signal nađena su 3 – 4 dodatna 
BCL2 signala (3-4O1G2F) što ukazuje na prisutnost translokacije uz dodatne BCL2  
signale ili su nađena 5 i više dodatnih BCL2 signala (5≥O1G2F) što govori za prisutnost 
translokacije i vjerojatne amplifikacije BCL2 gena (slika 8). U pojedinim uzorcima 
nađeni su samo dodatni IgH signali (2O3≥G). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
U tablici 6 su prikazane abnormalnosti BCL6 gena regije 3q27 u DLBCL i FL-3. U dva 
slučaja DLBCL nije bilo moguće analizirati FISH signale. Analizirani slučajevi DLBCL i 
FL-3 nisu se razlikovali niti u jednoj opisanoj skupini citogenetskih promjena (χ2 = 1.173; 
s.s.= 3; P = 0.759).  
 
Tablica 6. Abnormalnosti BCL6 gena regije 3q27 u DLBCL i FL-3. 
 
PHD 
FISH 3q27* 
       1                  2                    3                  4 
 
Σ 
      
DLBCL 25 7 14 5 51 
      
FL-3 11 4 4 1 20 
      
Σ 36 11 18 6 71 
 
χ2 = 1.173; s.s.= 3; P = 0.759 
 
* 1 – bez promjene;       2 – prisutna translokacija (1O1G1F);      3 – prisutni dodatni BCL6 signali (3F, 5≥F);   
  4 – prisutna translokacija i dodatni BCL6 signali (1O1G2F, 1O1G4≥F) 
 
 
U analizi translokacije BCL6 gena (slika 9) kao dodatni uzorak nađena su 3 fuzijska 
signala (3F) što upućuje na prisutan dodatni BCL6 gen, dok 5 i više fuzijskih signala 
(5≥F) označava vjerojatnu amplifikaciju BCL6 gena. Dodatni uzorak predstavlja i 
prisutna translokacija BCL6 gena uz dodatni BCL6 gen ili vjerojatnu amplifikaciju 
(1O1G2F odnosno 1O1G4≥F) (slika 10). 
 
 4.2  Usporedba proteinske ekspresije i citogenetskih abnormalnosti DLBCL i    
        FL-3, te GCB i ABC skupine 
 
 
Usporedba proteinske ekspresije BCL2 i opisanih citogenetskih promjena FISH analize 
t(14;18)(q32;q21) prikazana je u tablici 7. U tri slučaja DLBCL nije bila moguća 
adekvatna analiza FISH signala i usporedba proteinske ekspresije. U analiziranim 
slučajevima nije nađena statistički značajna razlika u proteinskoj ekspresiji BCL2 s 
obzirom na navedene citogenetske promjene (χ2 = 7.51; s.s.= 4; P = 0.111) (tablica 9). 
 
 
Tablica 7. Translokacija t(14;18)(q32;q21) i proteinska ekspresija biljega BCL2. 
BCL2* 
imunohistokemija 
FISH  t(14;18)(q32;q21)** 
      1                 2                3              4               5 
 
Σ 
       
+ 19 9 8 4 3 43 
       
- 18 3 2 0 4 27 
       
Σ 37 12 10 4 7 70 
 
χ2 = 7.51; s.s.= 4; P = 0.111 
 
*+  pozitivna ekspresija;  -  negativna ekspresija; 
** 1 - bez promjene;        2 - prisutna translokacija (1O1G2F);       3- prisutni dodatni BCL2 signali (3-4O2G, 5≥O2G);  
    4 - prisutna translokacija i dodatni BCL2 signali (3-4O1G2F, 5≥O1G2F);        5 – prisutni samo dodatni IgH signali (2O3≥G) 
 
 
 
Odnos proteinske ekspresije BCL6 i analiziranih citogenetskih promjena BCL6 gena 
prikazan je u tablici 8. U dva slučaja DLBCL nije bila moguća adekvatna analiza FISH 
signala i usporedba proteinske ekspresije. U analiziranim slučajevima nije nađena 
statistički značajna razlika u proteinskoj ekspresiji BCL6 s obzirom na navedene 
citogenetske promjene (χ2 = 0.33; s.s.= 3; P = 0.954).  
 
 
Tablica 8. Abnormalnosti BCL6 gena regije 3q27 i proteinska ekspresija biljega BCL6. 
BCL6* 
imunohistokemija 
FISH 3q27** 
      1                   2                    3                    4 
 
Σ 
      
+ 14 4 8 2 28 
      
- 22 7 10 4 43 
      
Σ 36 11 18 6 71 
 
χ2 = 0.33; s.s.= 3; P = 0.954 
 
* + pozitivna ekspresija;   - negativna ekspresija;. 
** 1 – bez promjene;       2 – prisutna translokacija (1O1G1F);        3 – prisutni dodatni BCL6 signali (3F, 5≥F)  
     4 – prisutna translokacija i dodatni BCL6 signali (1O1G2F, 1O1G4≥F) 
 
 
 
 
 
 
Usporedbom imunofenotipskih skupina GCB i ABC i t(14;18)(q32;q21) u analiziranim 
slučajevima uočena je značajno veća učestalost t(14;18)(q32;q21) u GCB skupini, te 
pojava t(14;18)(q32;q21) i dodatnih BCL2 signala ili samo dodatni BCL2  i IgH signali u 
ABC skupini (χ2 = 15.66; s.s.= 4; P = 0.004) (tablica 9). U tri slučaja DLBCL nije bila 
moguća adekvatna analiza FISH signala. 
 
 
Tablica 9. Translokacija t(14;18)(q32;q21) u GCB i ABC skupini. 
 
Imunofenotipske 
skupine 
FISH  t(14;18)(q32;q21)* 
      1                2               3                4              5 
 
Σ 
       
GCB 7 8 1 1 0 17 
       
ABC 30 4 9 3 7 53 
       
Σ 37 12 10 4 7 70 
 
χ2 = 15.66; s.s.= 4; P = 0.004 
 
* 1 - bez promjene;     2 - prisutna translokacija (1O1G2F);    3- prisutni dodatni BCL2 signali (3-4O2G, 5≥O2G);  
 4 - prisutna translokacija i dodatni BCL2 signali (3-4O1G2F, 5≥O1G2F);     5 – prisutni samo dodatni IgH signali (2O3≥G) 
 
 
 
 
 
 
GCB i ABC skupina nisu se razlikovale s obzirom na analizirane abnormalnosti BCL6 
gena (χ2 = 2.28; s.s.= 3; P = 0.517) (tablica 10). U dva slučaja DLBCL nije bila moguća 
adekvatna analiza FISH signala. 
 
 
Tablica 10. Abnormalnosti BCL6 gena regije 3q27 u GCB i ABC skupini. 
 
Imunofenotipske 
skupine 
FISH 3q27* 
         1                    2                   3                    4 
 
Σ 
      
GCB 10 3 4 0 17 
      
ABC 26 8 14 6 54 
      
Σ 36 11 18 6 71 
 
χ2 = 2.28; s.s.= 3; P = 0.517 
 
* 1 – bez promjene;      2 – prisutna translokacija (1O1G1F);     3 – prisutni dodatni BCL6 signali (3F, 5≥F)  
  4 – prisutna translokacija i dodatni BCL6 signali (1O1G2F, 1O1G4≥F) 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.3 Usporedba utjecaja fenotipskih karakteristika, citogenetskih     
      abnormalnosti i kliničkih prognostičkih pokazatelja na ishod bolesnika s  
      DLBCL i FL-3, te GCB i ABC skupine 
 
 
Analizom preživljenja skupina bolesnika s patohistološkom dijagnozom DLBCL i FL-3 
nije nađena razlika (Cox-Mantel U-test  = 2.463, P = 0.341) (slika 11). 
 
 
Slika 11. Kumulativna proporcija preživljenja (Kaplan-Meier) za bolesnike oboljele   
          od DLBCL i FL-3. 
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Cox-Mantel U-test  = 2.463, P = 0.341 
◦ kompletno praćenje;  + cenzorirano praćenje 
 
Mogući prognostički klinički značaj ekspresije pojedinih biljega BCL6, CD10 i BCL2, 
pronađenih skupina citogenetskih abnormalnosti prilikom analize t(14;18)(q32;q21) i 
BCL6 gena i vrijednosti MPI analizirali smo Coxovom regresijskom analizom. Niti jedna 
varijabla nije se pokazala kao mogući nezavisni prognostički pokazatelj  
(Wald  χ2 = 8.26; s.s.= 5; P = 0.143) (slika 12). 
 
 
Slika 12. Funkcija preživljenja neovisnih varijabli ekspresije BCL6, CD10, BCL2, 
citogenetskih abnormalnosti t(14;18)(q32;q21) i BCL6 gena i vrijednosti MPI u Coxovoj 
regresijskoj analizi. 
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Wald  χ2 = 8.26; s.s.= 5; P = 0.143 
 
 
Međutim, imunofenotipske skupine GCB i ABC predstavljaju neovisan, statistički 
značajan pokazatelj preživljenja (Cox-Mantel U-test  = 4.309, P = 0.047) (slika 13). 
 
 
Slika 13. Kumulativna proporcija preživljenja (Kaplan-Meier) za imunofenotipske  
     skupine GCB i ABC. 
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Cox-Mantel U-test  = 4.309, P = 0.047 
◦ kompletno praćenje;  + cenzorirano praćenje 
 
 
 
 
 
Imunofenotipske skupine GCB i ABC ne razlikuju se prema zastupljenosti skupina rizika 
MPI (6) (χ2 = 0.52; s.s.= 1; P= 0.470) i time predstavljaju nezavisan, prognostički 
značajan pokazatelj (tablica 11). 
 
 
Tablica 11. Razdioba imunofenotipskih skupina GCB i ABC prema MPI. 
  
Imunofenotipske 
skupine 
MPI* 
             1                           2 
 
Σ 
    
GCB 7 6 13 
    
ABC 33 18 51 
    
Σ 40 24 64 
 
χ2 = 0.52; s.s.= 1; P= 0.470 
 
* 1 – MPI score 0 i 1 mali rizik i scor 2 mali intermedijarni rizik;  
   2 – MPI score 3 veliki intermedijarni rizik i score 4 i 5 veliki rizik. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Uočena je statistički značajna razlika zastupljenosti imunofenotipskih skupina prema 
kliničkom stadiju bolesti - Ann Arbor klasifikacija (5). ABC skupina češće je zastupljena 
višim kliničkim stadijem od GCB skupine (χ2 = 9.33; s.s.= 3; P = 0.025). Slučajevi ABC 
skupine podjednako su zastupljeni u nižim i višim kliničkim stadijima bolesti (tablica 
12). 
 
 
Tablica 12. Prikaz imunofenotipskih skupina GCB i ABC prema kliničkom stadiju  
                    (Ann Arbor klasifikacija). 
 
 
Imunofenotipske 
skupine 
Klinički stadij* 
        I                  II                   III                 IV 
 
Σ 
      
GCB 2 2 8 1 13 
      
ABC 13 13 10 15 51 
      
Σ 15 15 18 16 64 
 
 χ2 = 9.33; s.s.= 3; P = 0.025 
 
* I - stadij Ia i Ib;  II – stadij IIa i IIb;  III – stadij IIIa i IIIb;    IV – stadij IVa i IVb. 
 
 
Imunofenotipske skupine GCB i ABC ne razlikuju se u zastupljenosti bolesnika  prema 
dobi (T test = 0.048; s.s.= 71 ; P = 0.962  ) i spolu (χ2 = 0.045 ; s.s.= 1; P = 0.832). 
 
5. Rasprava 
 
Morfološke karakteristike limfnih čvorova 73 bolesnika klasificirane su u skupinu 
DLBCL i skupinu FL-3 pretežno folikularnog rasta, >75%. Navedene skupine nisu se 
razlikovale prema spolu bolesnika i kliničkom stadiju bolesti. DLBCL bolesnici bili su 
nešto starije prosječne životne dobi, dok su bolesnici FL-3 češće imali niži MPI. Također 
nije nađena statistički značajna razlika u preživljenu analiziranih skupina bolesnika.  
Analizirajući proteinsku ekspresiju biljega CD10, BCL6, MUM1/IRF4 i CD138, 
karakterističnih za germinativni odnosno postgerminativni stupanj diferencijacije B 
stanica, nađena je statistički značajno veća učestalost ekspresije biljega BCL6 u 
slučajevima FL-3 od slučajeva DLBCL, dok se ekspresija ostalih biljega nije statistički 
značajno razlikovala u navedenim morfološkim skupinama. Morfološki slučajevi FL-3 i 
DLBCL podjednako su zastupljeni u fenotipskim grupama GCB i ABC. Veći broj 
analiziranih slučajeva FL-3, 13/20, (65%) odnsono čak 43/53, (81%) slučajeva DLBCL, 
imaju ABC fenotip. Izdvojene fenotipske skupine GCB i ABC u analiziranim 
slučajevima statistički se značajno razlikuju s obzirom na preživljenje. Također u  
analiziranim slučajevima multivarijatnom regresijskom analizom nije utvrđen 
prognostički značaj ekspresije pojedinih biljega BCL6 i CD10. Analizirani slučajevi 
fenotipskih skupina GCB i ABC nisu se razlikovali u zastupljenosti skupina rizika MPI, 
niti je MPI izdvojen kao prognostički značajan pokazatelj multivarijatnom regresijskom 
analizom.  
Analizirajući citogenetske abnormalnosti, analizirani slučajevi DLBCL i FL-3 nisu se 
razlikovali u promjenama BCL2, BCL6 gena i ekspresiji BCL2 proteina. Nađena je veća 
učestalost t(14;18)(q32;q21) u GCB fenotipu i veća učestalost istovremeno prisutne 
t(14;18)(q32;q21) i dodatnih BCL2 signala ili samo dodatnih BCL2 signala u slučajevima 
ABC fenotipa. U imunofenotipskim skupinama GCB i ABC nisu nađene razlike u 
promjenama BCL6 gena. Također multivarijatnom regresijskom analizom nije utvrđen 
prognostički značaj niti jedne analizirane skupine citogenetskih promjena BCL2 i BCL6 
gena. 
Ekspresija CD10 smanjuje se s porastom histološkog stupnja FL (116). U analiziranih 
bolesnika s FL-3 CD10 pozitivne stanice nađene su u 7/20, (35%) slučajeva, a u 
bolesnika s DLBCL u 10/53, (19%) slučajeva.  
MUM1/IRF4 ekspresija u neneoplastičnom limfnom čvoru prisutna je u malom broju 
kasnih centrocita germinativnog centra, ali je izrazito pozitivna u postgerminativnim 
stanicama (81,82,127,128). U analiziranim skupinama limfoma  u našem radu biljeg 
MUM1/IRF4 je bio pozitivan u 18/20, (90%) slučajeva FL-3 i u 50/53, (94%) slučajeva 
DLBCL. MUM1/IRF4 ekspresija karakteristična za postgerminativne stanice, ne 
predstavlja isključivo biljeg terminalne diferencijacije B limfocita (127,128). U 
slučajevima morfološkog entiteta DLBCL može se raditi o bloku diferencijacije 
tumorskih B limfocita u stadiju prije terminalne diferencijacije. Veliki postotak 
MUM1/IRF4 pozitivnih slučajeva u morfološkoj skupini FL-3 ukazuje, bilo da tumorski 
B limfociti potječu od kasnih centrocita neneoplastičnog germinativnog centra, bilo da u 
ranijoj fazi B stanične diferencijacije dolazi do onkogenih promjena koje dopuštaju 
malignim B limfocitima da se dalje diferenciraju i “zamrznu” u kasnijoj fazi 
diferencijacije (16). 
Negativna ekspresija CD138 u analiziranim slučajevima FL-3 i niska ekspresija 1/53, 
(2%) slučajeva DLBCL (pretežno centroblastne i imunoblastične morfologije), potvrđuje 
da je biljeg CD138 primarno pozitivan u terminalno diferenciranim stanicama tj.  DLBCL 
plazmablastično / plazmacitoidne morfologije (133). 
Iako u našem radu nije utvrđen prognostički značaj ekspresije pojedinih biljega BCL6 i 
CD10, u nekim radovima ekspresija navedenih biljega se pokazala kao prognostički 
značajan pokazatelj (108-110,117-121). 
U radu Hans, CP i sur. (142) uspoređena je prvi puta klasifikacija uzoraka DLBCL 
imunohistokemijskom analizom proteinske ekspresije diferencijacijskih gena i 
klasifikacija istih uzoraka temeljem analize genske ekspresije. Imunofenotipska 
klasifikacija pokazala se točnijom u predviđanju ukupnog preživljenja od rezultata cDNA 
microarray klasifikacije. Time je potvrđeno da u slučajevima s povišenom razinom 
genske ekspresije ne dolazi uvijek do translacije mRNA i stvaranja funkcionalnog 
proteina.   
Analizirane slučajeve, primjenjujući kriterije Hans, CP i sur. (142), podijelili smo na 
osnovu proteinske ekspresije u GCB i ABC skupinu. Nađena učestalost ABC fenotipa 
analiziranih slučajeva je nešto veća u odnosu na literaturne podatke prema kojima 30-
65% slučajeva DLBCL predstavlja fenotipsku ABC skupinu (16,65,67,134).  
GCB fenotip odgovara profilu genske ekspresije i stupnju diferencijacije normalnih B 
stanica germinativnog centra; ostaje otvoreno pitanje staničnog podrijetla ABC fenotipa. 
Mali broj B stanica neneoplastičnog germinativnog centra – kasni centrociti, eksprimiraju 
biljeg MUM1/IRF4, dok su BCL6 negativne. Tumorske B stanice koje odgovaraju 
navedenom stupnju diferencijacije kasnih centrocita ekspreimiraju istovremeno oba 
biljega, MUM1/IRF4 i BCL6. Isto tako, nakon antigene stimulacije, moguća je 
diferencijacije B stanica u kratkoživuće plazmablaste izvan mikrookoliša germinativnog 
centra. Prema Shaffer, AL i sur. (16) navedena dva tipa B stanica predstavljaju moguće 
ishodište limfoma ABC fenotipa. 
Iako je MPI u više radova mulitivarijatnom regresijskom analizom izdvojen kao 
nezavisan prognostički pokazatelj (67,134,136,138,140,142), u našem radu jedino su 
imunofenotipske skupine GCB i ABC definirane kao prognostički značajne. 
Kromosomske translokacije, amplifikacije i delecije, kao i mutacije gena, koje se 
pojavljuju u B NHL remete normalnu B staničnu homeostazu, na tri načina: 1. poticanjem 
staničnog rasta i proliferacije, 2. blokiranjem programirane stanične smrti i 3. 
zaustavljanjem diferencijacije stanica (16).  
Za folikularne neoplazme je karakteristična t(14;18)(q32;q21) pri čemu BCL2 gen, 
odgovoran za regulaciju apoptoze, dolazi u regulatorno područje IgH gena, a posljedica je 
pojačana ekspresija BCL2 onkogena i deregulacija apoptoze. Međutim, u oko 20% 
DLBCL može se naći t(14;18)(q32;q21) ili amplifikacija BCL2 gena (2,3). 
Najčešća zajednička citogenetska abnormalnost FL i DLBCL je translokacija ili mutacija 
BCL6 gena, transkripcijskog represora gena uključenih u regulaciju diferencijacije i 
proliferacije B stanica germinativnog centra (16). Ekspresija BCL6 je najjača u stanicama 
neneoplastičnog germinativnog centra, a gubi se u tijeku terminalne diferencijacije B 
limfocita u plazma stanice. U slučajevima kada dođe do disregulacije BCL6 gena, BCL6 
ekspresija javlja se u tumorskim stanicama izvan normalnog diferencijacijskog limita 
stanica germinativnog centra. BCL6 gen postaje manje osjetljiv na fiziološke regulacijske 
utjecaje blokirajući time diferencijaciju u plazma stanice (16). S druge strane blokirajući 
terminalnu diferencijaciju BCL6 može utjecati na proliferaciju B limfocita germinativnog 
centra tj. omogućuje nekontroliranu diobu stanica u  germinativnom centru (16).  
Nalaz veće učestalosti t(14;18)(q32;q21) u GCB fenotipu i veća učestalost istovremeno 
prisutne t(14;18)(q32;q21) i dodatnih BCL2 signala ili samo dodatnih BCL2 signala u 
slučajevima ABC fenotipa ukazuje da t(14;18)(q32;q21) predstavlja primaran događaj u 
patogenezi GCB fenotipa, dok se mehanizmi amplifikacije BCL2 gena, općenito povezani 
s progresijom tumora i lošijim kliničkim ishodom (27,28), pojavljuju češće u ABC 
skupini.  
t(14;18)(q32;q21) s povećanom ekspresijom BCL2 proteina češće je prisutna u GCB 
fenotipu DLBCL (143,155,160-164), dok je u dva rada nalaz dodatnih BCL2 signala 
povezan s ABC fenotipom (34,154). Navedene citogenetske promjene smatraju se 
međusobno isključivim (31,67,152,154). 
Klinički prognostički značaj preuredbe BCL6 gena analiziran je u dva rada. Barrans, SL i 
sur. (102) navode povezanost preuredbe BCL6, proteinske ekspresije BCL2 i ne-GCB 
imunofenotipa s lošijim kliničkim ishodom. De Paepe, P i sur. (139) iako nisu potvrdili 
prognostički značaj imunofenotipskih skupina GCB i ABC u slučajevima DLBCL, 
navode loš prognostički značaj proteinske ekspresije BCL2 i preuredbe BCL6 gena . 
Bea, S i sur. (34) analizom citogenetskih promjena uočavaju prisutnost trisomije 3 i 
dodatnog 3q dijela kromosoma 3 isključivo u ABC skupini DLBCL, dok naši rezultati 
ukazuju na prisutnost dodatnih BCL6 signala i u GCB skupini.  
Povezanost subpopulacije normalnih B stanica i B staničnih limfoma moguće je dokazati 
kombinacijom histološke analize i imunofenotipa tumorskih stanica. Temeljem tih 
kriterija, prema današnjim spoznajama većina perifernih B limfoma ima obilježja 
određenog normalnog stadija B stanične diferencijacije (16).  
Folikularni limfomi staničnim sastavom tumorskih stanica (centrociti, centroblasti), 
netumorskim staničnim elementima (T limfociti, folikularne dendritične antigen 
prezentirajuće stanice, makrofagi), kao i načinom rasta podsjećaju na neneoplastični B 
germinativni centar. Tumorske stanice su CD10 pozitivne, a CD10 predstavlja osnovni 
biljeg B stanica neneoplastičnog germinativnog centra. U nekim slučajevima FL, 
tumorske stanice pokazuju morfološku heterogenost, od stanica tipičnih za germinativni 
centar  (centrociti, centroblasti) do imunoblastične, pa čak i plazmocitoidne  
diferencijacije. Raznolikost morfološke slike FL ukazuje da se ne događa potpuni "stop" 
u diferencijaciji stanica. 
Bolesnici s FL-3 prema tipu stanica i postotku centroblasta mogu se podijeliti u podtip 
3A i 3B i za razliku od FL-1 i -2 pokazuju agresivan klinički tijek sličan DLBCL (2). 
Na osnovu morfoloških i kliničkih kriterija, DLBCL je prema klasifikaciji SZO zaseban 
tip limfoma. Kako je već spomenuto, na liječenje standardnom sistemnom 
polikemoterapijom bolesnici različito reagiraju na terapiju što ukazuje na biološku 
heterogenost entiteta (3,4). 
Iako se radi o dva morfološki različito definirana entiteta, kliničke karakteristike i 
preživljenje ukazuju na njihove sličnosti. 
Klinički značaj morfoloških podtipova FL-3 analiziran je u radovima Hsi, ED i sur. (35) i 
Hans, CP i sur (37). Rezultati nisu pokazali razliku u preživljenju slučajeva FL-3A i -3B 
(35,37). SZO klasifikacija preporučuje, bez obzira na prevladavajući tip tumorskih 
stanica FL, određivanje postotka difuzne komponente rasta tumora. Difuzni rast velikih 
transformiranih limfocita – centroblasta, prisutan u >50% pojedinog tumora povezan je s 
nepovoljnijim kliničkim tijekom bolesti i kraćim preživljenjem (37). U dosadašnjim 
radovima analiza citogenetskih karakteristika FL-3 (55,59,60,61) ukazuje također na 
heterogenost navedenog histološkog stupnja FL. U navedenim radovima analizirane 
slučajeve FL-3 citogenetskih karakteristika sličnih DLBCL karakterizira difuzna 
komponenta rasta tumora (60,61). 
Željeći utvrditi da li je biološka sličnost FL-3 i DLBCL povezana s morfološkom 
karakteristikom difuznog rasta, stupnjem diferencijacije neoplastičnih B limfocita ili 
citogenetskim abnormalnostima u rad su uključeni slučajevi FL-3 pretežno folikularnog 
rasta, >75% te slučajevi primarnog DLBCL.  
Analiza genske ekspresije DLBCL, definiranog kao zasebni morfološko klinički entitet u 
SZO klasifikaciji,  pokazala je da se radi o heterogenoj bolesti različitog molekularnog 
profila i različitog kliničkog tijeka. Polazeći od koncepta bioloških karakteristika tumora 
određenih stupnjem B stanične diferencijacije, analize genske ekspresije slučajeva 
DLBCL jednoznačno su izdvojile skupine GCB, ABC i tip 3 heterogenih karakteristika 
genske ekspresije (65-68,142,143). Ovi podtipovi DLBCL su važni jer su ne samo 
genetički različiti, već su različito osjetljivi na standardnu sistemnu antraciklinsku 
citostatsku terapiju. GCB skupinu bolesnika karakterizira petogodišnje preživljenje 60%, 
a ABC skupinu, odnosno tip 3 genske ekspresije petogodišnje preživljenje 36% odnosno 
39% (65,67).  
Fenotipske karakteristike tumora odraz su genske ekspresije tumorskih stanica. Iako 
mRNA nije krajnji produkt gena, transkripcija predstavlja prvu razinu informacije genske 
regulacije (63). Analizom mRNA indirektno se može zaključiti o posljedicama promjene 
ekspresije gena koja bi imala za posljedicu abnormalnu ekspresiju proteina (81). 
Međutim, ekspresija mRNA i proteina  se uvijek ne podudaraju (81).  
U radu nije nađen klinički značaj podjele analiziranih slučajeva u skupinu FL-3, >75% 
folikularnog rasta i DLBCL. Navedeni morfološki slučajevi bili su podjednako zastupljeni 
u izdvojenim fenotipskim skupinama GCB i ABC sa utvrđenom statistički značajnom 
razlikom preživljenja. Navedeni rezultati ukazuju na dominantan značaj proteinske 
ekspresije određene stupnjem B stanične diferencijacije u odnosu na nalaz difuzne 
komponenete rasta, analiziranih skupina citogenetskih abnormalnosti i kliničkih 
prognostičkih pokazatelja. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
6. Zaključci 
 
1. DLBCL i FL-3 pretežno folikularnog rasta, >75%, su dva morfološki različito 
definirana entiteta, ali vrlo sličnih kliničkih, imunofenotipskih i citogenetskih 
karakteristika. 
 
2. Morfološki entiteti DLBCL i FL-3 nisu prepoznatljivi u imunofenotipskim 
skupinama GCB i ABC. 
 
3. t(14;18)(q32;q21) predstavlja primaran događaj u patogenezi GCB fenotipa, dok se 
mehanizmi amplifikacije gena pojavljuju češće u ABC skupini.  
 
4. GCB i ABC fenotip predstavlja nezavisan, prognostički značajan pokazatelj. 
 
5. Biološko ponašanje i prognoza tumora određena je karakterističnom proteinskom 
ekspresijom B limfoidnih stanica zamrznutih u određenom stupnju diferencijacije, 
a ne morfološkim karakteristikama rasta i kliničkim prognostičkim pokazateljima. 
 
 
 
 
 
 
7. Sažetak 
 
73 bolesnika s povećanim limfnim čvorovima klasificirani su prema kriterijima SZO 
klasifikacije u DLBCL (53 bolesnika) i FL-3 pretežno folikularnog rasta, >75% (20 
bolesnika). Ekspresija biljega je određena imunohistokemijskom metodom, a 
citogenetske abnormalnosti FISH metodom na parafinskim rezovima tkiva. 
Rezultati su pokazali da DLBCL i FL-3 pretežno folikularnog rasta, >75%, iako dva 
morfološki različita entiteta prema kriterijima SZO klasifikacije, ne pokazuju statistički 
značajne razlike u preživljenju, ali postoji značajna razlika u dobi bolesnika i vrijednosti 
MPI. Slučajevi DLBCL i FL-3 nisu se razlikovali u promjenama BCL2, BCL6 gena i 
ekspresije BCL2 proteina, dok je prisutnost ekspresije proteina BCL6 statistički značajno 
veća u slučajevima FL-3. Važno je istaknuti da morfološki entiteti DLBCL i FL-3 nisu 
prepoznatljivi u imunofenotipskim skupinama GCB i ABC, klasificiranim temeljem 
ekspresije četiri diferencijacijska biljega CD10, BCL6, MUM1/IRF4 i CD138. 
t(14;18)(q32;q21) nađena je značajno češće u GCB skupini, a t(14;18)(q32;q21) i dodatni 
BCL2 signali ili samo dodatni BCL2  i IgH signali u ABC skupini. t(14;18)(q32;q21) 
predstavlja primarni događaj u patogenezi GCB skupine. Mehanizmi amplifikacije BCL2 
gena, povezani s progresijom tumora i lošijim kliničkim ishodom, češći su u ABC 
skupini. Nisu nađene razlike u promjenama BCL6 gena u GCB i ABC skupini. 
Multivarijatnom regresijskom analizom nije utvrđen prognostički značaj ekspresije 
pojedinih biljega BCL6 i CD10, analiziranih promjena BCL2 i BCL6 gena, niti MPI. Nije 
nađena razlika u zastupljenosti skupina rizika MPI između bolesnika s GCB odnosno 
ABC imunofenotipom. Imunofenotipski karakterizirane skupine GCB i ABC su 
prognostički značajan pokazatelj. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
8. Summary 
 
73 patients with lymph nodes enlargement were classified, according WHO lymphoma 
classification into DLBCL (53 cases) and FL-3 predominantly follicular arhitecture, 
>75% (20 cases). Expression of markers was detected by immunohistochemical method 
and cytogenetic abnormalities were analysed by FISH. 
The results have shown no differences in survival of DLBCL and FL-3 predominantly 
follicular arhitecture, >75%, which are two different morphological entities according 
WHO classification, but differences in patients age and IPI were detected. In cases of 
DLBCL and FL-3 were not found differences in BCL2, BCL6 genes abnormalities and 
BCL2 protein expression. The BCL6 protein expression was more frequently found in 
FL-3. Morphological entities DLBCL and FL-3 were equal represent in GCB and ABC 
groups, which were defined according CD10, BCL6, MUM1/IRF4 and CD138 
expression. The t(14;18)(q32;q21) was more frequently found in the GCB group, and 
t(14;18)(q32;q21) with additional BCL2 signals or only additional BCL2 and IgH signals 
in the ABC group. t(14;18)(q32;q21) represent an initial mechanism in the pathogenesis 
of GCB group. Amplification of BCL2 gene is frequently present in ABC group. In the 
GCB and ABC groups were not detected differences in BCL6 gene abnormanlities. 
Multivariate regression analysis was shown no prognostic significance of the expression 
of each BCL6 and CD10 protein expression, the BCL2 and BCL6 genes abnormalities 
and the IPI. Also in GCB and ABC groups were not detected differences in the IPI.   
GCB and ABC immunophenotype groups were defined as independent prognostic 
predictors. 
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10. Životopis 
 
Rođena sam 24. travnja 1974. godine u Zagrebu, gdje sam završila osnovnu i srednju 
školu. 
1998. godine diplomirala sam na Medicinskom fakultetu Sveučilišta u Zagrebu s 
prosječnom ocjenom 4.3. Tijekom studija izradila sam studentski znanstveni rad 
«Morfometrijski parametri limfatičnih stanica u bolesnika s kroničnim 
limfoproliferativnim bolestima u odnosu na normalne limfocite» pod mentorstvom prof. 
dr. sc. Branimir Jakšića. Od 01.08. do 01.09.1998. godine u sklopu studentske razmjene 
Medicinskog fakulteta u Heidelbergu i Zagrebu, boravila sam u Laboratoriju za 
molekularnu dijagnostiku i terapiju Kirurške klinike Ruprecht–Karls–Universität 
Heidelberg, Njemačka, i upoznala osnove molekularne dijagnostike. 
Pripravnički staž obavila sam u KB Merkur, Zagreb, i 1999. godine položila državni ispit. 
Od 2000. do 2004. godine radila sam u Laboratoriju za citologiju i hematologiju, Klinike 
za unutarnje bolesti, KB Merkur, Zagreb, gdje sam pod mentorstvom mr. sc. Ike Kadum-
Skelin završila specijalizaciju iz Kliničke citologije.  
U akademskoj godini 2001/2002 završila sam Stručni poslijediplomski studij iz Kliničke 
citologije, Medicinskog fakulteta Sveučilišta u Zagrebu. Od 2002. do 2004. godine 
završila sam Znanstveni poslijediplomski studij Doktorski studij Biomedicina i 
zdravstvo, Medicinskog fakulteta Sveučilišta u Zagrebu. 
Od 23.03.2004. godine radim na Odjelu za patologiju i citologiju KB Merkur, Zagreb, 
gdje sam 22. travnja 2005. godine pod mentorstvom prof. dr. sc. Mare Dominis započela 
specijalizaciju iz Patološke anatomije. 
Aktivno sam sudjelovala na 3 međunarodna i 7 domaćih znanstvenih skupova na kojima 
sam izlagala  kao prvi autor 7, te kao koautor 24 kongresna rada.  
Objavila sam tri znanstvena rada citirana u CC. 
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